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EL TRATAMIENTO DE DIVERSOS TIPOS DE FIBROSIS 
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5 

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION 

La presente invencion se relaciona con la 
construccion de vectores adenovirales recombinantes que 
portan genes exogenos que codifican para proteinas 

10 terapeuticas utiles en el tratamiento de cirrosis hepatica y 
fibrosis generalizada, como fibrosis renal, fibrosis 
pulmonar, cicatrices hipertrof icas y keloides (fibrosis de la 
piel) , y/o en otros organos bianco susceptibles a padecerla. 
Asi como un mecanismo de reconocimiento tej ido-especif ico de 

15 las celulas afectadas mediante el envio de genes 
"terapeuticos" a los organos cirroticos. 

Asimismo, la invencion proporciona una via efectiva 
para el tratamiento de la fibrosis mediante el empleo de los 
vectores adenovirales recombinantes que aqui se reclaman, asi 

20 tambien el proceso para preparar dichos vectores, la 
composicion farmaceutica que los contiene, y sus usos 
terapeuticos en el tratamiento de la fibrosis, lo cual tiene 
una gran expectativa comercial en la industria farmaceutica y 
tambien presenta una importance alternativa como terapia 

25 genica experimental para el tratamiento de enfermedades 
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cronico-degenerativas que cursan con fibrosis con gran 
aplicacion terapeutica en el campo de la medicina. 

INTRODUCTION 

FISIOPATOLOGIA DE LA CIRROSIS HEPATICA § 

5 La cirrosis hepatica es una enfermedad que resulta de 

un dano hepatico cronico, este puede ser toxico (ingesta 
cronica de alcohol)., infeccioso (hepatitis viral, 
principalmente por virus de la hepatitis B y/o C) , 
inmunologico (cirrosis biliar primaria) , por obstruccion de 

10 vias biliares (cirrosis biliar secundaria), metabolico 
(Enfermedad de Wilson) . Todas las formas de cirrosis tienen 
caracteristicas comunes: sintesis y deposito excesivo de 
proteinas de la matriz extracelular (MEC) (principalmente 
colagena I y en menor cantidad, colagenas tipo IV y III) , y 

15 como consecuencia formacion de nodulos de hepatocitos, 
vascularizacion anormal e hipertension portal (Antoni PP, 
Ishak KG, Nayak NC, Poulsen HE, Scheuer PJ, Sobin LH . The 
morphology of cirrhosis: definition, nomenclature, and 
classification. Bulletin of the World Health Organization. 

20 1977; 55:521-540 y Scott L. Friedman The cellular basis of 
hepatic fibrosis: Mechanisms and treatment strategies. The 
New Ingland Journal of Medicine 1993, vol 328 No. 25:1828- 
1835). Estos procesos f isiopatologicos conllevan a una 
alteracion en el suministro sanguineo y por ende en la 

25 nutricion de la celula hepatica. Independientemente del 
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agente etiologico y de diferencias morf ologicas , todas las 
formas de cirrosis tienen como fin comun la falla hepatica y 
por ende la muerte del paciente. 

Como consecuencia del exceso en el jieposito de 

5 proteinas colagenicas en el espacio subendotelial de los 
sinusoides (Espacio de Disse) , surgen diversos cambios en el 
microambiente hepatico: perdida de las vellosidades de los 
hepatocitos, aparicion de una membrana basal formada por 
colagenas IV y I recubriendo los sinusoides y perdida de las 

10 fenestraciones de las celulas endoteliales que forman los 
sinusoides. A todo este proceso se le conoce como 

"capilarizacion" de los sinusoides (Scott L . Friedman The 
cellular basis of hepatic fibrosis: Mechanisms and treatment 
strategies. The New Ingland Journal of Medicine 1993, vol. 

15 328 No. 25:1828-1835). Consecuentemente el higado es incapaz 
de mantener la cohcentracion fisiologica de solutos en la 
vena hepatica terminal, en otras palabras, se presenta 
insuf iciencia hepatica. Esta capilarizacion, con la 

formacion de un endotelio continuo (colagena de membrana 

20 basal) y acumulo de otras proteinas colagenicas, representa 
una barrera al intercambio normal y bi-direccional de 
moleculas entre el plasma y hepatocitos, como se puede 
apreciar en la figura 1, en donde la cirrosis hepatica se 
caracteriza por la acumulacion de colagena tipo I en el 

25 higado. Con el exceso en el deposito de esta proteina se 



impide el libre intercambio de nutrientes entre el torrente 
circulatorio y el higado, asi como la destoxif icacion de 
agentes nocivos realizada por este organo, principales causas 
de la patofisiologia de la enf ermedad . Hasta el momento aun 
no se ha descrito ningun agente terapeutico que revierta y/o 
prevenga con. 100% de efectividad la acumulacion progresiva de 
la colagena hepatica. 

Dichas alteraciones f isiopatologicas que se presentan 
en la cirrosis hepatica son una constante en comun para 
aquellos organos que tambien la padecen, como son por 
ejemplo, el pulmon, corazon, rinon, piel, entre otros, los 
cuales no deberan ser considerados como limitativos del 
alcance de proteccion de la invencion. Por lo que la 
metodologia que aqui se esta presentando para el tratamiento 
de la cirrosis hepatica podria aplicarse tambien a aquellos 
organos que son susceptibles a o que se ven afectados por la 
fibrosis . 

VECTOKES VIRALES Y TERAPIA GENICA HEPATICA 

• Esta tecnologia puede implementarse con vectores 
virales o no-virales. Los estudios previos incluyen 

plasmidos y liposomas, (DOTMA) cationicos y anionicos, etc. 
Entre los metodos que emplean vectores virales, los mas 
comunmente usados han sido los ' retrovirales y los 
adenovirales . 



En un buen numero cie protocolos se utilizan vectores 
retrovirales para introducir genes en hepatocitos (Douglas 
JT, and Curiel DT . Adenoviruses as Vectors for Gene Therapy. 
Science and Medicine March/April 1997 44-53) . $in embargo, 
se debe tener precaucion porque estos vectores pueden generar 
potencialmente virus replicacion-competentes . Entre las 
ventajas que tienen estos vectores, esta su habilidad para 
integrar su genoma de manera estable en el genoma de la 
celula huesped, lo cual confiere la posibilidad de expresion, 
de manera indefinida, del iransgen terapeutico clonado en el 
retrovirus. Por otro lado, hasta la fecha, ningun estudio ha 
reportado incidencias de mutagenesis por insercion o 
activacion de oncogenes por la integracion del retrovirus 
siempre y cuando, los virus usados no sean replicacion- 
competentes. No obstante estas consideraciones , el uso de 
vectores retrovirales para transducir genes al higado se 
limita por las siguientes consideraciones: 1) Estos vectores 
infectan solamente celulas que se dividen activamente y 2) se 
obtienen titulos de particulas virales muy bajos de las 
lineas celulares empaquetadoras usadas para amplificar estos 
virus (Graham FL, and Van Der Eb AJ. A New Teqnique for the 
Assay of Infectivity of Human Adenovirus 5 DNA. Virology 
1973, 52:456-467). Estas dos limitantes han sido 

exitosamente superadas en otros protocolos de Terapia Genica 
mediante la induccion de la prolif eracion de hepatocitos "in 
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. vivo" por el uso de factores de crecimiento hepatico y por 
hepatectomia parcial, procedimiento quirurgico mediante el 
cual se remueve el 70% del higado y de esta manera se 
estimula la division de las celulas hepaticas "in, vivo". El 
5 empleo de Vectores Lentivirales ha permit! do. la superacion de 
manera parcialmente signif icativa, de estas limitaciones., 
pues estos pueden transducir celulas que no se dividen. 

ANTECEDENTS S DE LA INVENCION 

10 La cirrosis hepatica es una enfermedad cronica del 

higado, en donde ocurre la destruction difusa y la 
regeneracion de las celulas parenquimatosas hepaticas y que 
resulta en el incremento difuso del tejido conectivo 
provocando la distorsion de la arquitectura lobular del 

15 higado e induciendo alteraciones hemodinamicas . Por lo 
tanto, algunas estrategias para el tratamiento de la cirrosis 
hepatica podria incluir la prevencion y/o reversion de la 
f ibrogenesis, estimulacion de la mitosis hepatica y 
reorganizacion de la arquitectura del. tejido hepatico. Es 

20 por eso que se dan a conocer los documentos del estado de la 
tecnica relacionados con la presente invencion, los cuales se 
mencionan a continuacion con el proposito de incluirlos tan 
solo como referencias. 

La Patente Norteamericana No. 5,240,846, se refiere al 

25 uso de terapia genica para tratar fibrosis quistica.. Utiliza 



el envio y la expresion de un gen que se denomina CFTR, el 
cual induce una correccion estable de la regulacion del canal 
de cloro. Este defecto se encuentra presente en celulas 
epiteliales . En dicha invencion se utilizan vectores 

adenovirales recombinantes , asi como vectores plasmidicos. 
Sin embargo, no tiene ninguna relacion con los genes 
terapeuticos de la presente invencion. Asimismo, la Patente 
Norteamericana No. 5,910,487, describe la utilizacion de 
vectores plasmidicos para el envio de moleculas terapeuticas , 
pero no existe ninguna relacion con el envio de los genes de 
metaloproteasas MMP-8 latente y activa , MMP-1, MMP-2, MMP-9 
y MMP-13 o de uPA silvestre y/o modificado o de Smad7 o del 
receptor truncado tipo II de TGF-p (Transforming Growth 
Factor-(3) como aqui se esta presentando. La Patente 

Norteamericana No. 5,827,703 se relaciona con el uso de 
vectores adenovirales y vectores adenovirales modificados 
para enviar genes, sin embargo ninguno de estos vectores 
contienen los genes utilizados en esta invencion para el 
tratamiento de la fibrosis. 

La Patente Norteamericana No. 5,770,442 reclama el uso 
de un adenovirus recombinante que comprende un gen que direge 
la expresion de una proteina denominada "fiber" o a una 
proteina denominada "fiber quimera", sin embargo, no menciona 
de manera especifica cual es el gen terapeutico. Tambien 
hace referenda al metodo de terapia genica, involucrando el 
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uso de tal adenovirus y un vector de transf erencia adenoviral 
para la generacion de tales adenovirus recombinantes . Sin 
embargo, no se menciona absolutamente nada en relacion a la 
utilizacion de genes terapeuticos clonados e inse'rtados en 
vectores adenovirales recombinantes que en la presente 
invencion se utilizan para el envio a higados con fibrosis, 
as! como a otros organos como son el rinon, pulmon y 
cicatrices hipert rof icas y otros. Dichos genes terapeuticos 
son los genes que codifican para las metaloproteasas MMP-8 
latente y activa, MMP-1, MMP-2, MMP-9 y MMP-13; el activador 
de plasminogeno derivado de la uroquinasa uPA silvestre y/o 
modificado; Smad7 y el receptor truncado tipo II de TGF-p, 
que en la presente se reclaman. Por extension se incluyen 
tambien otros miembros de la familia de genes representados . 

La Patente Norteamericana No. 5,166,320, se relaciona con la 
utilizacion de un sistema de envio dirigido de genes para introducir 
genes exogenos en celulas hepaticas de mamifero. Pero no hay ninguna 
relacion con los genes que se pretenden enviar directamente a higados 
cirroticos o a rinones o pulmones fibroticos. 

La Patente Norteamericana No. 5,872,154, describe un metodo 
para reducir la respuesta inmune inducida por un vector adenoviral 
mediante la co-administracion del vector adenoviral recombinante 
y un modulador inmune seleccionado, que funciona inhibiendo la 
formacion de- anticuerpos neutralizantes y/o reduciendo la muerte de las 
celulas infectadas viralmente. La Patente Norteamericana No. 
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5*871,982, divulga un vector hibrido, el cual comprende una 
porcion de un adenovirus, junto con una porcion de un vector 
adeno-asociado viral que contiene un transgen seleccionado, 
tambien describe un virus hibrido mediante la vnion de un 
5 conjugado con un polication a un gen red del adeno-asociado 
para formar una particula simple. A diferencia de la 
presente invencion, en . la cual no se emplearon virus 
hibridos, sino solamente vectores adenovirales . Ademas, en 
la patente arriba citada no se menciona el gen o transgen o 
10 el gen terapeutico utilizado. En la Patente Norteamericana 
No. 5, 856, 152, se da a conocer la construccion de un vector 
hibrido, el cual contiene la porcion de un vector adenoviral 
en combinacion con un virus adeno-asociado y un gen 
seleccionado, con lo cual se producen grandes cantidades de 
15 vectores recombinantes , pero que no portan genes terapeuticos 
clonados como se describen en esta invencion, en donde se 
utilizan genes terapeuticos especificos para el tratamiento 
de fibrosis hepatica, fibrosis renal y cicatrices 
hipertrof icas . La Patente Norteamericana 5,547,932, reclama 
20 una composicion de compiejos de acidos nucleicos para 
transfectar celulas eucarioticas . Estos compiejos estan 
formados por acidos nucleicos y otra substancia que tiene una 
afinidad para el acido nucleico y opcionalmente un factor 
internalizador , como puede ser un virus o un componente del 
25 virus, que puede estar conjugado. Asimismo, utilizan 
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componentes de determinados vectores adenovirales o 
determinados virus como el Ad2 o el Ad5, pero no mencionan 
los genes que internalizan en el citoplasma y eventualmente 
en el nucleo de estas celulas eucarioticas. De ipual manera, 

5 la Patente Norteamericana No. 5,521,291, se relaciona con 
adenovirus conjugados que estan unidos mediante un anticuerpo 
a una substancia que tiene afinidad por acidos nucleicos, de 
esta manera se transportan genes recombinantes al interior de 
las celulas eucarioticas. Estos complejos conjugados y acidos 

10 nucleicos son internalizados en la celula, pero no se 
mencionan de manera especifica los genes terapeuticos que 
pueden ser enviados. En dicha patente tampoco se menciona el 
uso de tales adenovirus para tratar fibrosis o cirrosis 
hepatica o cualquier otro tipo de fibrosis como se describe 

15 en la presente invencion. 

La Patente Norteamericana No. 5,585,362, comprende un 
vector adenoviral mejorado y metodos para hacer y usar tales 
vectores. Aun cuando no se --divulga el uso de vectores 
adenovirales en dicha patente, los vectores adenovirales 

20 descritos en la presente invencion se utilizaron como 
vectores para el envio de genes terapeuticos. 

La Patente Norteamericana No. 5,756,086, reclama un 
adenovirus, el cual esta representado por una proteina 
denominada "fiber" , ademas el adenovirus incluye un ligando, 

25 que es especifico para un receptor localizado en un tipo 
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celular determinado. Este adenovirus puede tener al menos una porcion 
de esta proteina denominada "fiber" y puede ser removida y reemplazada 
con un ligando, el cual es especifico para un receptor en determinadas 
celulas de la economia, como por ejemplo hepatocitos. Estos adenovirus 
pueden incluir un gen que codifique para un agente terapeutico. En 
base a lo anterior, la diferencia tecnica sobresaliente de la invencion 
propuesta con respecto a lo divulgado en dicha patente, es la 
especificidad del agente terapeutico como metaloproteasas MMP-8 latente 
y activa, MMP-1, MMP-2, MMP-9 y MMP-13; uPA silvestre y/o 
modificado (Urokinase Plasminogen Activator), el receptor truncado tipo 
II de TGF-p y Smad7 para el tratamiento de diversas fibrosis. 

La Patente Norteamericana No. 5,895,759, reclama un 
vector especifico de tejido (higado) para terapia genica que 
puede ser usado para enviar genes a un higado danado. Dicho 
vector esta acoplado a un promotor de manera quimica o 
enzimatica y puede estar acoplado tambien a un anticuerpo 
empaquetado en una cubierta polipeptidica . Ademas el vector 
o el virus para ser ensayado es el virus de la hepatitis B, 
de manera tal que el envio de genes a higados dahados que se 
describen en dicha patente, utiliza un sistema completamente 
diferente al que se pretende en esta invencion y no existe 
relacion con el proceso de fibrosis o cirrosis a tratar. La 
Patente Nortemericana No. 5,559,099, describe un vector 
recombinante adenoviral que comprende una proteina quimerica 
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del adenovirus que se denomina pentona, la cual incluye a una 
secuencia non-pentona y un gen terapeutico para desarrollar 
un metodo de terapia genica, el cual involucra el uso de tal 
adenovirus, vectores adenovirales de transferenoia para la 
5 recombinacion de tales vectores adenovirales conteniendo un 
gen terapeutico. Asimismo, la Patente Norteamericana No. 
5,885,808, reclama tambien el uso de adenovirus con moleculas 
de union del adenovirus a celulas de la economia, cuyas 
moleculas han sido modif icadas . Al igual que en las Patentes 

10 Norteamericanas Nos . 5,846,782 y 5,712,136, en donde se 
emplean vectores adenovirales, los cuales han sido 
modif icados para contener diferentes dominios peptidicos. 

Finalmente la Patente Norteamericana No. 5,670,488, 
se relaciona con vectores para terapia genica, los cuales son 

15 especialmente utiles para fibrosis quistica y tambien 
menciona el desarrollo de metodos para usar estos vectores. 
La posible relacion de la invencion que aqui se esta 
reclamando, con respecto a lo divulgado en el estado de la 
tecnica citada, radica en el uso de vectores adenovirales, 

20 que pueden ser modificados, asi como el uso de promotores 
inducibles para los genes que van a ser insertados en estos 
vectores adenovirales, sin embargo, las caracteristicas 
tecnicas de la presente invencion estan dirigidas a la 
utilizacion especifica de genes terapeuticos para tratar 

25 fibrosis de diferentes tipos como son fibrosis hepatica, 
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renal y pulmonar, asi como cicatrices hipertrof icas . 

La importancia de la presente invencion a diferencia 
de lo descrito en los documentos del estado de la tecnica 
antes citados, radica en las caracteristicas t^cnicas del 
5 propio invento, asi como en las ventajas adicionales que se 
derivan del. mismo, las cuales se describen con mas detalle a 
continuacion . 

VEC TORES ADENOVI RALE S 

10 En Ik presente invencion se han decidido utilizar 

VECTORES ADENOVI RALES en base a varias consideraciones : 1) 
Estos vectores pueden generarse a titulos muy altos de 
particulas infecciosas por ml: (10 9 -10 10 ); 2) Infectan una 
gran variedad de celulas, sin embargo, cuando son 

15 administrados por via endovenosa la mayor parte se localiza 
en el organo hepatico; 3) Transfieren ef icientemente genes a 
celulas que no se encuentran en division y 4) Raramente, se 
integran en el genoma del huesped, lo que evita el riesgo de 
transf ormacion celular por mutagenesis insercional (Douglas 

20 JT, And Curiel DT . Adenoviruses as Vectors for Gene Therapy. 
Science and Medicine March/April 1997 44-53 y Zern AM, And 
Kresina TF. Hepatic drug delivery and gene therapy 

(Hepatology 1997 vol. 25, No. 2, 484-491). 

Los adenovirus son probablemente los vehiculos o 

25 vectores mas prometedores para el envio de genes en los 
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/i/ii protocolos de terapia genica en humanos, ya que poseen un 

atributo unico que los provee de gran estabilidad cuando son 
administrados al torrente sanguineo. Esta caracteristica les 
permite ser utilizados de manera ef iciente en i protocolos 
5 clinicos con una adminis tracion comoda para el paciente por. 
via intravenosa (Douglas JT, And Curiel DT . Adenoviruses as 
Vectors for Gene Therapy. Science and Medicine March/April 
1997 44-53) . 

Los adenovirus son virus de ADN de doble cadena, 
10 tienen una estructura icosahedral, los cuales infectan a una 
i gran variedad de tipos celulares de mamiferos, lo que puede 

reflejar la expresion ubicua de un receptor de superficie 
celular especifico y aun no identif icado . La union a las 
celulas es mediante el componente proteico de la capside. del 
15 adenovirus y el virus entra a la celula por endoci.tosis 
mediada por receptor. 

Han sido identif icados mas de 40 diferentes serotipos 
humanos de adenovirus, de los cuales los tipos 2 (Ad2) y 5 
(Ad5) han sido mas extensamente estudiados y, por lo tanto, 
20 mas utilizados en la adaptacion como vectores para terapia 
genica. Una caracteristica muy importante de estos 2 

serotipos es que jamas se les ha asociado con procesos 
malignos humanos. 

La estrategia para la construccion de adenovirus 
25 recombinantes se basa en la organizacion del genoma 
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adenoviral. La expresion de los genes adenovirales ocurre en 
dos fases, temprana y tardia, que se definen con respecto al 
tiempo de replicacion del genoma adenoviral. Los genes 
tempranos se codifican en cuatro unidades t ranscjripcionales 
distintas. El, E2 y E4 codifican para proteinas regulatorias 
esenciales que inducen la replicacion del DNA adenoviral, el 
gen E3 es un gen no esencial. Los productos de los genes 
tardios incluyen las principales proteinas de la capside, las 
cuales se transcriben de un promotor unico (Graham FL, And 
Van Der Eb AJ. A New Tecnique for the Assay of Infectivity 
of Human Adenovirus 5 DNA. Virology 1973, 52:456-467). 

Los adenovirus recombinantes se generan por la 
introduccion del gen exogeno o secuencia de ADN de interes en 
sustitucion de regiones del genoma adenoviral requeridos para 
la replicacion del virus. Los vectores adenovirales 

recombinantes sufren deleciones en las regiones El y E3 de su 
genoma. La generacion de adenovirus recombinantes se realiza 
tanto por el reemplazo de las regiones El, de la E3, o bien 
por insercion del gen exogeno entre la region E4 y el extremo 
derecho del genoma viral . Los vectores basados en la 
insercion del gen exogeno en el extremo derecho del genoma 
adenoviral o por reemplazo de la region E3 conservan la 
capacidad de replicacion. Por el contrario, el reemplazo de 
la region' temprana El produce un vector defectuoso en su 
capacidad de replicacion que, por lo tanto, se pueden 
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propagar unicamente en una linea celular que abastezca en 
"trans" a las funciones ausentes de la region adenoviral 
remplazada o en la presencia de un virus colaborador. De 
estos, los mas utilizados comunmente como vectores de 
transferencia de genes son los adenovirus defectuosos en 
replicacion (Douglas JT, And Curiel DT . Adenoviruses as 
Vectors for Gene Therapy. Science and Medicine March/April 
1997 44-53) . 

La construccion de los vectores adenovirales , asi 
como su aplicacion para el tratamiento de la fibrosis se 
muestran en los ejemplos que posteriormente se describen. 

OB JET I VPS DE LA INVENCION 

A continuacion se dan a conocer los objetivos y 
ventajas que se derivan de esta invencion. 

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar 
un proceso para preparar los vectores adenovirales 
recombinantes pAdGFP-MMP-8 , mediante la clonacion de los 
genes reporteros Lac-Z y GFP y el gen terapeutico de la 
colagenasa MMP-8 (metaloproteasa ) . 

Otro objetivo de la invencion es proporcionar un vector 
adenoviral recombinante con un gen exogeno o secuencia de ADN de 
interes que codifica a proteinas terapeuticas utiles en el tratamiento 
de la fibrosis generalizada en los organos blancos susceptibles a 
padecerla. Tales genes son, pero no estan limitados a MMP-8 latente y 
activa, MMP-1, MMP-2, MMP-9 y MMP-13 y uPA silvestre y/o modificado. 
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Tambien se proporcionan en la presente invencion 
composiciones f armaceuticas que contienen los vectores 
adenovirales recombinantes en cantidades terapeut icamente 
efectivas de particulas virales para tratar \a fibrosis 
generalizada. Asi tambien, como sus usos y aplicaciones 
terapeuticas en el tratamiento de la fibrosis. 

Una ventaja todavia de mayor relevancia en el 
tratamiento de la fibrosis generalizada, particularmente el 
de la cirrosis hepatica, es que el envio de los genes 
terapeuticos ' se lleva a cabo mediante el reconocimiento 
tejido-especif ico por la via de adminis tracion empleada. 

Otra ventaja de los usos terapeuticos de la 
invencion, la cual esta dirigida en principio al tratamiento 
de la cirrosis hepatica, es el tratamiento de la fibrosis 
generalizada en otros . organos blancos susceptibles a 
padecerla, que incluyen, pero que no quedan limitados al 
tratamiento de la fibrosis en pulmon, corazon, piel, rinon 
entre otros, en animales mamiferos, incluyendo al hombre. 

Otro objetivo es el diseno de una tecnologia para 
enviar ef icientemente genes a higados de animales que cursan 
con cirrosis, que asemejan a dos tipos de cirrosis que afecta 
a humanos (cirrosis por alcohol y cirrosis biliar primaria) . 

Otra ventaja que resulta del tratamiento de la 
fibrosis es .que el adenovirus recombinante no induce 
toxicidad letal en ninguno de los animales inyectados con los 
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vectores. 

Asimismo, otro objetivo de la invencion nos permite 
discriminar completamente la modif icacion de la reaccion de 
tincion con X-Gal entre la actividad de la p-galactosidasa 
endogena tisular y la p-galactosidasa bacteriana inducida por 
la accion infectiva del vector adenoviral. Asi como, la 
utilizacion de la proteina verde f luorescente , nos permite 
verificar la transduccion in vivo de los organos en las ratas 
para verificar si la administracion del vector fue adecuada, 
si la expresion permanece y ademas de que no se sacrifica al 
animal se le puede dar seguimiento posterior a la cirugia. 

Finalmente, todo esto nos permite sugerir que nuestro 
sistema constituye un vehiculo eficiente para enviar genes 
terapeuticos como metaloproteasas MMP-8 latente y activa, 
MMP-1, MMP-2, MMP-9 y MMP-13; colagenasas que degraden el 
exceso de colagenas depositadas y/o genes que codifiquen para 
proteinas es timuladoras de regeneracion hepatica como el uPA 
silvestre y/o modificado (Urokinase • Plasminogen Activator); 
HGF (Factor de Crecimiento de Hepa toci tos ) ; el receptor 
truncado tipo II de TGF-p y Smad7 a higados de ratas con 
cirrosis con el objeto de restablecer las funciones normales 
del higado, u otros organos afectados por la misma patologia. 

Es asi, como en la presente invencion se dan a 
conocer el proceso de preparacion de los vectores 
adenovirales recombinantes, composiciones f armaceuticas .y 
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usos terapeuticos para el tratamiento de la fibrosis, 
particularmente en el tratamiento de la cirrosis hepatica. 



BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS ( 

5 Otras particularidades y. ventajas de la., invencion 

seran evidentes a partir de la siguiente descripcion 
detallada, de los objetivos y modalidades preferidas, de las 
reivindicaciones anexas y de los dibujos o figuras que se 
acompanan, en donde : 

10 La fi'gura 1, muestra la f isiopatologia celular de la 

Cirrosis Hepatica; 

La figura 2, muestra una prueba de concepto de como 
la Terapia Genica funciona revirtiendo el proceso que cursa 
con cirrosis; 

15 La figura 3, es una representacion esquematica que 

muestra la clonacion y la produccion del vector adenoviral 
Ad5p-gal; 

La figura 4, muestra el desarrollo esquematico del 
sistema AdEasy para la generacion de Adenovirus 
20 Recombinantes, especif icamente el pAdGFP-MMP-8 ; 

La figura 5, muestra el analisis de la expresion de 
P-galactosidasa en celulas en cultivo; 

La figura 6, muestra la determinacion de la expresion 
de la proteina verde fluorescente (GFP) en celulas en 
25 cultivo; 



La figura 7, muestra la expresion de la p- 
galactosidasa en diferentes organos despues de la infusion 
con Ad5-pgal a traves de la vena iliaca; 

La figura 8, muestra la determinacion cfel tropismo 
del vector Ad5-pgal a diferentes organos de los animaies de 
experimentacion cirroticos mediante intoxicacion cronica con 
CC1 4 , demostrando que el principal organo bianco es el higado; 

La figura 9, muestra la determinacion del tropismo 
del vector AdSpgal a diferentes organos de los animaies de 
experimentacion cirroticos mediante ligadura del ducto biliar, 
demostrando que el principal organo bianco es el higado; 

La figura 10, muestra cortes histologicos de imagenes 
representativas de la eficiencia de los ensayos de 
transduccion "in vivo" del vector Ad5-|Jgal en ratas 
cirroticas con administracion cronica de CC1 4 ; 

La figura 11, muestra cortes histologicos de imagenes 
representativas de la eficiencia de los ensayos de 
transduccion "in vivo" del vector .Ad5~Pgal en ratas 
cirroticas por ligadura del ducto biliar comun; 

La figura 12, muestra la determinacion "in vivo" de 
la expresion de la proteina verde f luorescente ; 

La figura 13, muestra la estrategia de clonacion de 
las MMP-8 latente y MMP-8 activa; 

La figura 14, muestra los mecanismos de la formacion 
de complejos con el DNA de las MMP-8s para ensayog de 
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transfeccidn "in vitro" en celulas de origen hepatico 
(HepG2) ; 

La figura 15, muestra la comprobacion mediante 
electroforesis en geles de agarosa del exito de las 
5 clonaciones de los cDNAs de MMP-8 en los plasmidos 
apropiados; 

La figura 16, muestra la eficiencia de transfeccion 
en celulas HepG2 (celulas de origen hepatico) con los 
plasmidos de p-galactosidasa y pcDNA-MMP-8; 
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La figura 17, muestra el analisis mediante la 
reaccion en cadena de la polimerasa asociada a la 
transcriptasa reversa (RT-PCR) de los RNA mensajeros de 
MMP-8; 

La figura 18, muestra la determinacion de la 
actividad colagenolitica en la proteina secretada al medio de 
cultivo por las celulas HepG2 despues de ser transf ectadas 
con los cDNAs de MMP-8 latente y MMP-8 activa; 

La figura 19, muestra la regulacion hormonal de la 
20 expresion del gen de MMP-8 bajo el control transcripcional 
del promotor regulable PEPCK y 

La figura 20, muestra el ensayo dosis-respuesta de 
las diferentes dosis usadas para determinar la respuesta 
optima de transduccion hepatica in vivo con el gen reportero 
25 de p-galactosidasa . 
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DESCRIPCION DETALLADA DE IA I NVENCION 

Existen muchos reportes en los que se demuestra que 
administrando per via sistemica los vectores adenovirales 
recombinantes (AdR) en animales de experimentacion sanos, el 
; organo de predileccion a donde migran es el higado. Hasta la 
fecha no se conocia si los AdR eran capaoes de transduoir 
higados de ratas con cirrosis. Como ya se menciono, la 
cirrosis hepatica se caracteriza por un aumento de la 
fibrosis en todo el parenquima hepatico principalmente 
0 alrededor de las venas central y portal, formando una barrera 
que irapide el libre intercambio entre el sinusoide y los 
hepatocitos (Antoni PP, Ishak KG, Nayak NC, Poulsen HE, 
Scheuer PJ, Sobin LH . The morphology of cirrhosis: 

definition, nomenclature, and classification. Bulletin of 
15 the World Health Organization. 1977 ; 55 . 521-540 y Scott 

Friedman The cellular basis of hepatic fibrosis: Mechanisms 
and treatment strategies. The New Ingland Journal of 
Medicine 1993, vol 328 No. 25:1828-1835), motive por el cual 
se diseho este protocolo para verificar si aun con esta 
20 barrera se podia enviar genes al higado. 

Por lo tanto, nuestra hipotesis es: los vectores 
adenovirales recombinantes que contienen los genes reporteros 
Lac-Z y de la GFP (Green Fluorescent Protein), son capaces de 
transducir a los higados de las ratas con cirrosis aun cuando 
25 la arquitectura lobular del organo esta alterada. 
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^ tal forma que podriamos enviar a estos higados, genes 

terapeuticos como colagenasas NMP-8 latente y activa, MMP-2, 
y MtiP-13 ; Urokinase-Plasminogen Activator Upa silvestre y/o 
modificado; el receptor truncado tipo II de TGF-(3 y Smad7, que 

degraden el exceso de proteinas colagenicas depositadas y/o que inpiden 
la sintesis exacerbada de proteinas colagenicas, como se muestra en las 
figuras 2 y 18 y/o genes que codifiquen para proteinas estimuladoras de 
regeneracion hepatica como el uPA con el objeto de restablecer las 
funciones normales del higado como se ejemplifica en la figura 2. 

Con el desarrollo de la invencion que se reclama en 
la presente, se inicia una linea de investigacion para 
realizar terapia genica como una alternativa para el 
tratamiento de enfermedades cronico-degenerat ivas , 

especificamente de la cirrosis hepatica en humanos, al 
establecer un vehiculo eficiente para enviar genes al higado 
que produzcan proteinas terapeuticas que ayuden a restablecer 
las funciones normales del higado, ver la figura 2, en donde 
se muestra como enviando de manera eficiente un gen 
terapeutico al higado, en este caso una colagenasa 
(metaloproteasas de matriz, MMPs) , se puede lograr la 
degradacion de la colagena a traves de la sobre-expresion de 
estas metaloproteasas. 



En la figura 3, 
clonacion y produccion 



se esquematiza la estrategia 
de un vector adenoviral. El 



para la 
plasmido 
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pAElsplB que contiene secuencias del adenovirus Ad5, al cual 
se le inserto el gen reportero de origen bacteriano lac-Z. 
Este plasmido se recombino con el pBHGlO para obtener 
particulas virales completas despues de co-tran^f ectarse en 
la linea celular 293. El vector pAdGFP se obtuvo de la 
siguiente manera: El gen de la MMP-8 (proveniente del 
plasmido PEPCK-MMP8 ) se clono en el vector de envio, 
pAdTrack-CMV, el plasmido resultante es linearizado 
dirigiendo con la endonucleasa de restriccion Pme I, y 
despues es cotrans f ormado en bacterias E. coli (BJ5183) con 
el plasmido pAdEasy-1, se seleccionaron las colonias 
recombinantes mediante resistencia a kanamicina, y la 
recombinacion es confirmada por analisis de restriccion con 
endonucleasas . Finalmente, el plasmido recombinante 

linearizado es transfectado en la linea celular empaquetadora 
(celulas 293), los adenovirus recombinantes se obtienen 
dentro de 7 a 12 dias como se esquematiza en la figuras 3 y 4 
(TongChuan H., Shibin Z., Luis T., Jian Y., Kenneth W. and 
Vogelstein Bert: A simplified system for generating 

recombinant adenoviruses. Proc. Natl. Acad. Sci. USA Vol. 
95:2509-2514, March 1998). Para evaluar el grado de 

transduccion in vitro se utilizo la linea celular HepG2 de 
origen hepatico y con macrofagos peritoneales aislados de 
raton. En la figura 5 se muestra la expresion de la p- 
Galactosidasa en celulas en cultivo. A), B) y C) 
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• corresponden a celulas HepG2 (320X); D) , E) y F) son 
macrofagos peritoneales de raton (100X) . En C y F se muestran 
las celulas transducidas con 1 x 10 8 particulas virales/ml 
del vector Ad5p-Gal. Se realizaron tres tecmicas para 
5 comparar el grado de incorporacion del gen reportero Lac-Z, 
se administro a cada caja de cultivo el plasmido pPGK(jGal 
mediante precipitacion con fosfato de Calcio (Chen C, And 
Okayama H. Calcium Phosphate-Mediated Gene Transfer, a Highly 
Efficient System for Stably Transforming Cells with Plasmid 

10 DNA. Biotecniques 1988, 6:632-638), complejos de ADN- 
Polilisina-Lactosa (Martinez-Fong D, Mullersman JE, Purchio 
AF, Armendariz-Borunda J, And Martinez-Hernandez A. 
Nonenzimatic Glycosylation of Poly-L-lysine : A new Tool for 
Targeted Gene Delivery. Hepatoiogy, Vol. 20, No. 6: 1602- 

15 1608), con los vectores Ad5-pgal y pAdGFP-MMP8 . La 
visualizacion de la actividad de la P~gal se verified con el 
reactivo X-gal y la GFP en un microscopio estereoscopio de 
f luorescencia . Para el ensayo in vivo se estandarizo el 
revelado de la p-gal utilizando diferentes pHs de la 

20 suspencion de revelado con *el reactivo X-gal (Weiss DJ, 
Ligitt D, and Clark JG. In Situ Histochemical Detection of 
p-Galactosidase Activity in Lung: Assesment of X-gal Reagent 
in Distinguishing LacZ Gene Expression and Endogeneous p- 
Galactosidase Activity. Human Gene Therapy September 1, 

25 1997, 8:1545-1554). Los modelos de cirrosis hepatlca 



experimental que se utilizaron son: a) intoxicacion por 
tetracloruro de carbono (CCI4) r en el que se establece la 
cirrosis hepatica a partir de la octava semana de la 
administracion intraperitoneal de CC1 4 (Mion F,i Geloen A, 
Agosto E, And Minaire Y. Carbon Tetrachoride-Induced 
Cirrhosis in Rats: Influence of the Acute Effects of the 
Toxin on Glucose Metabolism. Hepatology 1996, vol. 23, No. 
2:582-587); y b) ligadura del conducto biliar (LCB) , en el 
que se observa una cirrosis franca despues de la semana 4 de 
la intervencion quirurgica (Lee SS, Girod C, Braillon A, 
Hadengue A, and Lebec D. Hemodynamic Characterization of 
Cronic Bile Duct-Ligated rats; effect of Pentobarbital 
Sodium. Am Journal Physiol 1986; 251:176-180; Nakano S, 
Harakane J , and Hasimoto H. Alteration in Bile ducts 
Peribiliary Microsirculation in Rats After Common Bile Duct 
Ligation. Hepatology, 1995, Vol. 21, No. 5 1380-1995; 
Dumaswaia R, Berkowitz D, And Heubi JE . Adaptive Response of 
the Enterohepatic Circulation of Bile Acid to Extrahepatic . 
Cholestasis Hepatology, 1996, Vol. 23, No. 3:623-629 y Pod J. 
L., Estanes A., Pedraza-Chaverri J., Cruz C, Perez C, 
Huberman A. y Uribe M. : Cronologia de la hipertension portal, 
disminucion de excrecion de sodio y activacion del sistema 
Renina-Angiotensina en cirrosis biliar experimental. Rev. 
Invest. Clin. 49:15-23, 1997). Se administro al mismo tiempo 
y con el mismo lote de Ad5(5gal a ratas controles sin 
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cirrosis. Se sacrificaron ratas de 5 y 8 semanas de 
intoxicacion con CC1 4 y ratas de 2 y 4 semanas de LCB, 72 hrs 
despues de la administracion del AdR para el analisis 
histologico y determinar la expresion de la £>roteina P~ 
5 galactosidasa (p-gal) codificada por el AdR, para este.fin.se 
extrajeron higado, bazo, corazon, pulmones, rinones y 
cerebro, se cortaron secciones de tejido en forma de cubos de 
5-6 mm, los cuales fueron embebidos en el medio para congelar 
Tissue-Tek O.C.T., los tejidos se congelaron a -30°C y se 

10 cortaron con un criostato para obtener secciones de 8jam. 
Estos cortes se colocaron en laminillas de vidrio silanizadas 
y fijadas con formalina equilibrada a pH 8.5, durante 15-30 
min y se expusieron al reactivo X-gal por 16-18 hrs 
contratinendose con el colorante rojo neutro (Weiss DJ, 

15 Ligitt D, and Clark JG. In situ Hitichemical Detection of p- 
Galactosidase Activity in Lung: Assesment of X-gal Reagent 
in Distinguishing lacZ Gene Expression and Endogenus P~ 
Galactosidase Activity. Human Gene Therapy September 1, 
1997, 8:1545-1554). El porcentaje: de celulas- positivas fue 

20 determinado por analisis morf ometrico - en campos multiples del 
mismo tamano y calculando el promedio. Tambien se realizaron 
cortes de los higados de las ratas con cirrosis, los que se 
embebieron en parafina, se cortaron y se tineron con rojo 
sirio, el rojo sirio tine especif icamente • proteinas 

25 colagenicas (Armendariz-Borunda J, and Rojkind M. A Simple 
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Quantitative Method for Collagen Typing in Tissue Samples: 
Its Application to Human Liver with Schistosomiasis. 
Collagen Rel . Res. 1984, Vol. 4:35-47). Con esta tecnica 
podemos verificar el grado de fibrosis y al aumentio de ductos 
5 biliares de una forma clara en el parenquima hepatico. Para 
verificar la transduccion de celulas in vivo con la GFP, 
utilizamos ratas Wistar sanas, a las cuales se les administro 
el vector pAdGFP-MMP8, 72 hrs, despues se realizo una 
laparatomia media y se visualizaron los organos expuestos en 

10 el microscopio de f luorescencia, cerrando la herida despues 
para mantener vivo al animal. 

Los resultados previos que aqui se presentan acerca 
del estudio de la f isiopatologia de la cirrosis hepatica 
experimental, pueden ser resumidos en la figura 2. Dicha 

15 figura esquematiza la participacion de citocinas pro- 
inf lamatorias y pro-f ibrogenicas producidas in vivo por las 
celulas de Kupffer, las cuales activaran en turno a las 
celulas estelares hepaticas para que produzcan colagenas en 
exceso y sean depositadas en el espacio subendotelial, 

20 obstruyendo el recambio entre hepatocitos y sinusoides 
(Armendariz-Borunda J., Katayama K. and Seyer J.M. : 
Transcriptional mechanisms of type I collagen gene expression 
are differentially regulated by IL-lp, TNFa and TGF0 into 
cells. J. Biol. Chem. 267:14316-14321, 1992; Armendariz- 

25 Borunda J., Katai H., Jones CM., Seyer J.M., Kang'A.H. and 



Raghow R. : Transforming growth factor B is transiently 
enhanced at a critical stage during liver regeneration 
following CC1 4 treatment . Laboratory Investigation. 

69:283294, 1993 y Armendariz-Borunda J., Roy N . , Si^nkewich C, 
5 Raghow R., Seyer J.M. and Kang A.H.: Activation of Ito cells 
involves regulation of API binding proteins and induction of 
type I collagen gene expression. Biochemical Journal 

304:817-824,1994). El grado de incorporacion del gen Lac-Z 
en celulas en cultivo contrasto visiblemente al comparar las 
10 tecnicas de fosfato de Calcio, complejos de ADN-Polilisina- 
Lactosa y con el vector adenoviral recombinante en HepG2 y 
MPR (macrofagos peritoneales de raton) siendo el grado de 
transduccion con adenovirus de un 100% y con las otras dos 
tecnicas aproximadamente 1% como se muestra en la figura 5. 
15 La figura 6, muestra la expresion de la proteina verde 
fluorescente (GFP) en celulas en cultivo. A) Macrofagos 
peritoneales de raton transducidos con el vector adenoviral 
pAdGFP-MMP8, 72 hr.s despues de su administracion (SOX) , B) 
celulas HepG2 transducidas con el vector adenoviral pAdGFP- 
20 MMP8 , 72 hrs despues de su administracion (SOX) y C) celulas 
HepG2 sin el vector adenoviral. Todas las imagenes fueron 
tomadas en un microscopio estereoscopico de f luorescencia . 
Cabe senalar que en el revelado de . la actividad de P~ 
galactosidasa, las celulas tienen que ser fijadas y mueren, 
25 en el ensayo de la GFP, las celulas siguen intactas y vivas. 
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En la figura 7, la expresion de la p-gal en diferentes 
organos despues de la infusion con Ad50gal via vena iliaca. 
Se utilize la fijacion, lavado y soluciones de X-gal a 
diferentes pHs para discriminar entre la expresion* endogena y 

5 la p-galactosidasa bacteriana exogena. En la figura A se 
utilizo un pH de 7.0 y en la figura B el pH fue de 8.5, esto 
resume los resultados de los ensayos de las diferentes 
condiciones experimentales y pueden apreciarse que la 
exposicion de tejidos a la solucion de X-Gal a pH 8.5, nos 

10 permitio eliminar la expresion de (3-galactosidasa endogena. 
Realizamos cortes por congelacion de los siguientes organos: 
higado, rinon, pulmon, corazon, cerebro y bazo de ratas sanas 
e intoxicadas con CC1 4 por cinco y ocho semanas, como se 
representa en la figura 8, las graficas nos muestran 

15 claramente como el principal organo bianco es el higado, 
tanto en ratas sanas como en ratas con administracion cronica 
de CC1 4 . A), cinco semanas de administracion del CC1 4 y B) , 
ocho semanas de administracion del CCI4. El bazo y el pulmon 
presentan un grado de transduccion menor al 1% por lo que en. 

20 las graficas es muy poco notorio; a las cuales se les 
administro una dosis de 3 x 10 11 PV/ml (particulas virales por 
mililitro) del vector AdSpGal . Las ratas controles sanas 
presentan un total del 70% de hepatocitos transducidos, 
ademas del higado, el bazo y el pulmon presentan menos de 1% 

25 de transduccion, en los demas organos no se encontro 
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transduction. Tambien se realizaron cortes por congelacion 

♦ 

de los mismos organos de ratas sanas y de ratas con dos y 
cuatro semanas de LCB, ver en la figura 9, las 
representaciones graficas que nos muestran claram^nte como el 

5 principal organo bianco es el higado, tanto en.. r.atas...sanas... 
como en ratas con ligadura del conducto biliar (LCB).. A), 
dos semanas de LCB y B) , cuatro semanas de LCB. El bazo y el 
pulmon presentan un grado de transduccion menor al 1% por lo 
que en las graficas es muy poco notorio. Con una dosis de 3 • 

10 x 10 11 PV/ml del vector AdSpGal. Las ratas con LCB presentan 
t un total del 10% de hepatocitos transducidos , ademas del 

higado, el bazo y el pulmon presentan menos de 1% de 
transduccion, en los demas organos no se encontro 
transduccion. En la figura 10 se muestran los . resultados 

15 histologicos con el modelo de cirrosis hepatica inducida por 
administracion cronica de CC1 4 , en donde A) representa un 
corte de higado de una rata normal 72 hrs despues de 
administracion del Ad5pGal via vena iliaca (un corte 
representative de los experimentos de un total de cinco 

20 ratas) . Mas de 70% de los hepatocitos son positivos a la 
expresion de p-gal (200X) ; D) el mismo higado - como en la 
figura A) pero fueron tenidos con Rojo Sirio para observar la 
sintesis y deposito de colagena (200X) ; B) higado con cinco 
semanas de intoxicacion cronica con CC1 4 . Aproximadamehte 

25 30-40% de los hepatocitos fueron transducidos exitosamente; 
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E) los mismos higados como en B) pero tefiido con Rojo Sirio, 
el aumento de la cantidad presente de colagena es notable y 
la arquitectura empieza a distorsionarse (200X) ; C) higado de 
ratas despues de ocho semanas de intoxicacion pronica con 
5 CC1 4 donde se ha establecido una cirrosis tipica, de nuevo, 
mas del 40% de celulas hepaticas fueron positivas a la 
expresion de p-gal y F) los mismos higados como en C) pero 
tenidos con Rojo Sirio. Una caracteristica muy importante es 
la presencia de gruesos septos de colagena que se forman 
10 entre las venas centrales y del tracto portal (200X) . En la 
figura 11, se muestran los resultados obtenidos en el modelo 
de cirrosis inducida por ligadura del conducto biliar (LCB) . 
A) muestra un corte de higado de una rata normal 72 hrs 
despues de administracion del Ad5pGal via vena iliaca (un 
15 corte representative de los experimentos de un total de cinco 
ratas) , mas de 70% de los hepatocitos son positivos a la 
expresion de p-gal (200X) ; D) el mismo higado como en A) pero 
se tineron con Rojo Sirio para observar la colagena 
(amplificacion 200X) ; B) higado de ratas despues de dos 
20 semanas de LCB, el ensayo de (3-gal se realizo 72 hrs despues 
de la administracion del Ad5pGal via vena iliaca. 
Aproximadamente 10% de los hepatocitos fueron transducidos 
exitosamente con el gen reportero; E) los mismos higados como 
en B) pero tehidos con Rojo Sirio. La arquitectura empieza a 
25 distorsionarse debido a la fibrosis inducida por^ la 
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colestasis, asi como el aumento considerable del numero de 
ductos biliares (200X); C) higado de ratas despues de cuatro 
semanas de LCB para producir cirrosis, el ensayo de 0-gal se 
realizo 72 hrs despues de administracion del Ad5[}Ga«l via vena 
5 iliaca. Nuevamente, 10% de los hepatocitos fueron 

transducidos exitosamente y F) los mismos higados de C) pero 
tenidos con Rojo Sirio. Notese el abundante deposito de 
proteinas de colagena y la gran prolif eracion de ductos 
biliares (200X) . En la figura 12 se muestra una laparatomia 
10 media de una rata Wistar sana a la que se le administro el 
vector pAdGFP-MMP8, se observa claramente la expresion de la 
GFP en el higado y en cantidades insignif icantes en el bazo. 
Un hecho importante es que la inyeccion de los vectores 
adenovirales NO indujo toxicidad letal en ninguno de los 
15 animales de experimentacion tanto sanos como controles. 

La manera preferida de aplicar la presente invencion, 
es mediante el suministro via endovenosa de los vectores 
adenovirales recombinantes de la invencion o de la 
composicidn farmaceutica que los contiene, en donde se 
20 proporciona una cantidad terapeuticamente efectiva con un 
regimen de dosis unitaria conveniente a un individuo que 
padece de fibrosis, dicho regimen se puede ajustar de 
conformidad con el grado de afliccion. Generalmente , se 
emplea una dosis unitaria de aproximadamente 10 7 -10 14 
25 particulas virales por individuo. 
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La preparacion de una composicion f armaceutica que 
irtcluya a los vectores adenovirales recombinantes de la 
invencion, se puede llevar a cabo mediante el empleo de 
tecnicas estandares bien conocidas por los exp^rtos en la 
materia en combinacion con cualesquiera de los portadores 
farmaceuticamente aceptables descritos en el estado de la 
tecnica, incluyendo pero no limitando el almidon, glucosa, 
lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina de trigo, 
tiza, silica-gel, estearato de magnesio, estearato de sodio, 
talco de irionoestearato de glicerilo, cloruro de sodio, 
glicerol, propilenglicol , agua, etanol y similares. Estas 
composiciones toman la forma f armaceutica . de soluciones, 
suspensiones, tabletas, pastillas, capsulas, polvos y 
formulacion de liberacion prolongada y los similares. 

La descripcion anterior y los siguientes ejemplos 
tienen como proposito el ilustrar modos particulares de 
llevar a cabo la invencion y no deben ser considerados como 
limitativos del alcance de proteccion de la misma. 

EJEMPLOS 

Ejemplo 1 

METODOLOGIA para demostrar la actividad de Metaloproteasa o 
Colagenasa (MMP-8) y asimismo regular su funcion 
a) Cultivo celular 

Se cultivaron a las celulas HepG2 , una linea celular 
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de origen parenquimatoso provenientes de hepatoma humano, en 
cajas de cultivo de 60 mm de diametro a 37 °C en una atmosfera 
humeda con aire al 95% y C0 2 5% en el medio de Eagle 
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero 
5 bovino fetal, 2 mM L-glutamax y antibioticos. (100 U/ml 
penicilina y 100 p-g/ml estreptomicina) . 

b) Vectores de expresion de los genes latente y activo 
de la MMP-8 

Se utilizaron plasmidos con dos tipos de genes de la 

10 MMP-8 para transfectar a las celulas hepaticas: el plasmido 
pcDNA-MMP8 que contiene al cDNA que codifica a la MMP-8 
latente (pro-MMP-8) junto al promotor viral fuerte del 
citomegalovirus (CMV) y el plasmido pcDNA3-MMP8 que contiene 
al cDNA que codifica a la MMP-8 activa junto al promotor de 

15 CMV. Este ultimo se creo por subclonacion a partir de los 
plasmidos pcDNA3 y PETlIa-HNC cortando con las enzimas de 
restriccion BamHI y Xbal e insertando el producto de PCR 
codificante del ' dominio catalitico de la MMP-8 (la cual 
carece de los fragmentos propeptido y carboxilo terminal), 

20 como se representa en la figura 13, el envio de genes de MMP8 
latente y activa. Dos tipos de plasmidos, con el gen de la 
MMP8 fueron utilizados para su envio a las celulas hepaticas 
en cultivo: 1) pcDNA3-MMP8, plasmido con el fuerte promotor 
viral del citomegalovirus (CMV) y el cDNA que codifica a la 

25 colagenasa en su forma. 
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Como gen reportero se utilizo el plasmido pSV 2 -p gal, 

v • 

r .'el cual tiene insertado el gen que codifica a la enzima (3- 

galactosidasa adyacente al promotor del virus de SV40. 

i 

5 c) Transf ormacion, amplif icacion y purificacion de plasmidos 

Para obtener una cantidad suficiente de cada uno de 
los plasmidos a utilizar en los diferentes ensayos, se les 
introdujo a bacterias E. coli de la cepa DH5a™ (proceso 
conocido como transf ormacion) conforme a lo indicado en el 

10 protocolo del proveedor de estas celulas competentes (Life 
Technologies, Gaithersburg, MD) : en un tubo de reaccion se 
utilizaron 50 \xl de la cepa competente DH5a al que se le 
adiciono 2 \xl de plasmido (1-10 ng DNA) , despues de mezclarse 
se incubo en hielo durante 30 min y posteriormente se les 

15 aplicb un choque termico a 37 °C durante 20 seg e 
inmediatamente se coloco en hielo durante 2 min, al cabo de 
este tiempo se le adiciono 0.95 ml del medio de cultivo 
bacteriano Luria Base (LB) y se agito a 225 rpm por 1 h a 
37°C para la expresion del plasmido. Despues de la expresion 

20 se tomo 50 \il de la mezcla de reaccion para sembrar una placa 
de cultivo de agar LB con 100 jag/ml de ampicilina y se incubo 
a 37%°C durante una noche. Las colonias que crecen despues 
de este periodo son aquellas que contienen el plasmido de 
interes el cual les confiere la capacidad de resistencia al 

25 antibiotico. 
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Para amplificar la cantidad del plasmido se tomaron 
de la placa de agar un par de colonias para cultivarlas en 1 
L de medio LB conteniendo 100 jig/ml de ampicilina durante 24 
h a 37°C con agitacion constante a 225 rpm. Una vez que la 
densidad optica del cultivo es > 0.6. se centrifuga a 6,000 
rpm durante 10 min para recolectar la pastilla bacteriana. 
De esta pastilla de bacterias se aislo el ADN plasmidico del 
ADN genomico de la bacteria utilizando un kit de purificacion 
de plasmidos (Monster-prep, BIO101, Vista, CA) el cual se 
basa en la ' lisis alcalina de la pared bacteriana, la 
liberacion del plasmido de su interior y la separacion de 
este ADN por medio de una resina particular. La 
cuantif icacion del ADN plasmidico se realizo midiendo espec- 
trof otometricamente la absorbancia resultante a A,=260 nm. 
Transfeccion de celulas en cultivo 

Uno de los metodos que mas se utilizan para la 
introduceion de genes a . celulas eucariontica.s es la 
transfeccion de ADN con fosfato de calcio, en la cual el ADN 
exogeno se deposita como un precipitado fino sobre la 
superficie de la celula, para posteriormente ser incorporado 
por ella e integrado transitoriamente en el ADN cromosomal. 
Para dirigir el ADN con mayor selectividad hacia las celulas 
hepaticas se utiliza el envio de ADN en forma de complejo con 
polilisina-lactosa, dada la caracteris tica de que dichas 
celulas poseen un receptor especifico de galacto'sa en su 
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superf icie . 

Para ello, se cultivaron las celulas HepG2 a 
aproximadamente un 70-80% de confluencia para su transfeccion 
con los plasmidos pcDNA-MMP8 , pcDNA3-MMP8 , y pSV 2 -p 

5 galactosidasa . La transfeccion se hizo tanto por el metodo de 
precipitacion con fosfato de calcio (Graham y Van derEb, 
1973; Chen y Okayama, 1988) como por el de la formacion de 
complejo con polilisina-lactosa (Martinez-Fong et al., 1994). 
En breve: a las celulas en cultivo se les adiciona el 

10 precipitado recien formado, producto de la adicion al ADN 
plasmidico de una solucion de CaCl 2 2M y una solucion de 
buffer HEPES pH 7.12 para el caso de la transfeccion con 
fosfato de calcio, o bien se le adiciona el complejo de ADN 
con polilisina-lactosa. Se incuban las celulas de 4 a 16 

15 horas para permitir que el precipitado se adhiera a la 
superficie celular y posteriormente el ADN sea endocitado e 
ingrese transitoriamente al nucleo, al termino de este tiempo 
el medio de cultivo es cambiado por uno fresco, ver figura 
14, en donde se cultivo la linea celular hepatica HepG2 en 

20 medio DMEM con 10 % de suero fetal bovino. Al presentar un 
60-80% de . confluencia se le adiciono al medio de cultivo 10 
mg del plasmido con el gen de la MMP-8, tanto en su forma 
latente como en la activa o madura. A la vez se les envio el 
gen procariotico de p-galactosidasa ((J-gal) para monitorear 

25 la eficiencia de la incorporacion y expresion. El gen de 
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MMP-8 fue enviado en diversas formas: desnudo, en complejo 
con CaP0 4 o en complejo con polilisina-lactosa. 
e) Formacion de los complejos polilisina-lactosa y 
ADN : polilisina-lactosa (ADN : PL) « 

5 El complejo de polilisina-lactosa se forma al 

reaccionar 14.8 mg de poli-L-lisina (0.1N) con 200 |ul de a- 
lactosa 0.5N (relacion lactosa-polilisina : 1.0N), despues se 
le adiciona 20 mg del agente reductor cianoborohidruro de 
sodio 3M y se incuba a 37°C por 48 h con agitacion constante 

10 a 225 rpm. Al termino de este tiempo se hace pasar la mezcla 
de reaccion a traves de una columna desaladora (Biorad 10-DG) 
previamente acondicionada con solucion buffer de fosfatos 
(PBS pH 7 . 2 ) a la que se eluye con este mismo buffer. A las 
fracciones eluidas se les determina el contenido de 

15 carbohidratos por el metodo de DuBois (1956) para analizar el 
grado de lactosilacion del complejo y el contenido de 
polilisina segun el metodo de Shen y cols., (1984) el cual se 
toma como base para evaluar la concentracion final del 
complejo PL. La fraccion con mayor concentracion de PL es 

20 utilizada para su posterior reaccion con el ADN del plasmido 
con el gen de interes como se muestra en las figuras 14 y 16. 

Para evaluar la relacion molar optima de ADN: PL a 
utilizar en los ensayos de transfeccion se hizo reaccionar el 
ADN con diversas concentraciones de PL. Al termino de 1 h de 

25 incubacion se aplicaron las muestras a un gel de 
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retardamiento de agarosa al 1.0% y se somete a electrof oresis 
de ADN (60mV, 1.5h), en el que el complejo de ADN : PL con 
mayor contenido de PL recorre una menor distancia en 
comparacion a la recorrida por el plasmido libre (0% de 

5 retardamiento). Se utilizo la relacion de ADN: PL que 
provocaba un 80-90% de retardamiento de la migracion, como se 
muestra en la figura 16, la incorporacion y expresion de los 
genes exogenos de p-galactosidasa y pcDNA-MMP8 enviados a las 
celulas en complejos con CaP0 4 y polilisina-lactosa . 

10 f ) Ensayos de expresion transitoria usando el sistema 
reportero de ft-galactosidasa ((3-gal) 

Este sistema determina la actividad de la enzima p- 
galactosidasa como una medida del nivel de expresion del gen 
de interes transfectado con j untamente con el gen que codifica 

15 para esta enzima. La p-galactosidasa es una enzima 

bacteriana que cataliza la conversion del sustrato incoloro 
X-gal a un producto de coloracion azul. Debido a ello, la 
actividad de p-galactosidasa observada en celulas 
eucarionticas sometidas a transfeccion indicara la exitosa 

20 incorporacion del gen de interes asociado al gen bacteriano. 

El ensayo de P~gal para la tincion de celulas en las 
cajas de cultivo consiste en la fijacion de las celulas a 4°C 
por 5 min con p-f ormaldehido 2%, el subsecuente lavado con 
PBS (3X) y la adicion de 1 ml de una solucion de tincion de 

25 PBS contiendo ferricianuro de potasio 20mM, ferrocianuro de 
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potasio 20mM y cloruro de magnesio 2mM, seguido de la adicion 
£'-1 ' del sustrato X-gal a una concentracion final de 0.5 mg/ml, 

Despues de incubar a 4°C durante toda la noche (18 h) se 
identifican bajo el microscopio las celulas de t coloracion 

5 azul (Ausubel, 1995) . 
g) Extraccion de ARN 

A las 48 hrs de la transfeccion se recolectaron las 
celulas para realizar la extraccion del ARN por el metodo de 
Chomczynski y Sacchi (1987) utilizando el reactivo de Trizol® 

10 como a continuacion se describe: a cada una de las cajas se 
i le adiciono 1 ml de solucion PBS y se recolectaron las 

celulas por raspado de la caja para transf erirlas a un tubo 
eppendorf; posteriormente se centrifugo a 1,000 rpm por 1 min 
y a la pastilla celular se le adiciono 500 |il de Trizol, se 

15 procedio a su homogenizacion e inmediatamente a su incubacion 
por 5 min a 4°C. Se agregaron 100 |ul de cloroformo y se 
incubaron durante 5 min a 4°C. Despues de este tiempo se 
centrifugo a 12,000 g durante 15 min a 4°C y se transfirio la 
fase acuosa (superior) a otro tubo a la cual se le adiciono 

20 la misma cantidad en volumen de isopropanol y se incubo a 
-70°C durante 15 min para precipitar el ARN extraido. 
Posteriormente se centrifugo a 12,000 g durante 15 min a 4°C 
y se elimino el sobrenadante decantando y secando el tubo con 
papel limpio y esteril. Se le adiciono 500 |Ltl . de etanol al 

25 75% y se centrifugo a 12,000 g durante 10 min a 40°C. 
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Finalmente se resuspendio la pastilla con 20-50 |il de agua 

• 1 desionizada tratada con dietilpirocarbonato y se cuantifico 
■ la ' concentracion de ARN obtenida en un espect rof otometro a 
una longitud de onda X de 2 60 mn . • 

5 h) Analisis de la expresion del gen de la MMP-8 por la 
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) asociada 
a la reaccion de transcriptasa reversa (RT) 

Para determinar el grado de expresion del gen exogeno 
de la MMP-8 incorporado en las celulas se realizo la 

10 obtencion del ADN complementario (ADNc) a partir del ARN 
previamente extraido y posteriormente se llevo a cabo la 
amplif icacion de la senal de expresion a traves de la 
reaccion en cadena de la polimerasa. 

Para la obtencion del ADNc se utilizo el siguiente 

15 procedimiento : 2 \ig de ARN total se llevaron a un volumen de 
8 ^il con agua desionizada esteril y se incubo a 70°C durante 
10 min. Seguido de esto se agito la muestra en agua con 
hielo durante 5 min y en hielo, se adicionaron los siguientes 
reactivos: 4 ^il buffer 5X para la enzima RT, 4 |xl dNTP's mix 

20 2.5 mM, 1 |il random primers (1 |ig/|il) , 1 M-l inhibidor de 
ARNasa (lU/|il) y finalmente 2 \xl de la enzima transcriptasa 
reversa (200 U/\il) . Se incubo la mezcla de la reaccion a 
temperatura ambiente durante 10 min y posteriormente a 37 °C 
durante 1 hr. Al termino de este tiempo, se coloco 

25 inmediatamente a una temperatura de 95°C durante 10 min y 
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finalmente se coloco en hielo con agua durante 5 min con agitacion 
constante y se aliraceno a -70°C hasta su posterior uso. 

Para analizar la expresion especifica del gen de la 
MMP-8 se realizo la reaccion en cadena de 1^ polimerasa 
5 utilizando los primers u oligonucleotides especificos para 
este gen segun las condiciones experimentales que a 
continuacion se describen: en un tubo de reaccion con 2 jil 
de ADNc se adicionaron 5 |il MgCl 2 2.5 mM, 5 jal buffer 5X para 
la enzima polimerasa proveniente del virus de leucemia murina 

10 de Moloney (MMLV) , 2 jil dNTPs 2.5 mM, 5 |il del 
oligonucleotide sentido 3 jlxM, 5 [il del anti-sentido 3 |iM, 
1 [il de la enzima polimerasa (1 U/fil) y se lleva a un volumen 
final de 50 |il con agua desionizada (Innis y cols., 1990). 
El oligonucleotide sentido especifico para la MMP-8 es 5'- 

15 AGCTGTCAGAGGCTGGAGGTAGAAA-3 ' , y el antisentido es 5'- 
CCTGAAAGCATAGTT GGGATACAT-3 ' (Cole y cols., 1996). Despues 
de la adicion de estos reactivos, se coloco la mezcla en un 
termociclador durante 30 ciclos de acuerdo con el siguiente 
programa: desnaturalizacion (94°C, 5 min), alineacion (60°C, 

20 1 min) y extension (72°C, 1.5 min). Al " termino de este 
tiempo, los productos de PCR son sometidos a electrof oresis 
(60mV, 1.5 h) en un gel de agarosa al 1.5%. 
i) Ensayo de actividad de colagenasa 

El analisis de la actividad enzimatica de la 

25 colagenasa se realizo para determinar la f uncionalidad dg la 
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enzima producida, ya que esta proteina pudiera encontrarse 
.enzimaticamente inactiva, lo que no se podria conocer a 
traves de la determinacion unica del ARN que la codifica. 
Despues de 24 h de mantener a las celulas en cultivo con 
medio libre de suero, el medio de cultivo se recolecta y se 
determina en este la actividad de colagenasa secretada por 
las celulas por un metodo modificado de Hasty y cols., (1986) 
sometiendo a electrof oresis en un gel de poliacrilamida al 8% 
para identificar los productos de degradacion. 

Brevemente: los sobrenadantes celulares conteniendo 
1-1.5 ng de proteina fueron incubados a 27°C durante 18 hrs 
con 5 (ig de colagena nativa tipo I y 60 \il del buffer de 
incubacion: 50mM de Tris-HCl, 5 mM CaCl 2 , 0.02% NaN 3 , 50 mM 
de arginina, Triton X-100 1% y en ausencia o presencia de ImM 
APMA, pH 7.6. Finalmente se mezclaron 30 \il del producto de 
reaccion con 30 |il de buffer de muestra para proteinas y se 
corrio la electrof oresis de poliacrilamida desnaturalizante 
al 7.5% para identificar los productos de degradacion al A y 
a2 A de la colagena tipo I. 

Ejemplo 2 

RESULTADOS para demos trar la actividad de Metaloproteasa o 
Colagenasa (MMP-8) y asimismo regular su funcion 

La subclonacion permitio incorporar el ADN 
complementario de la MMP-8 que codifica para la enzima 
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completamente funcional en un vector apropiado a nuestras 
necesidades . . Asi, en la figura 15, se muestra la 
electrof oresis de los fragmentos de DNA liberados al cortar 
los plasmidos de MMP-8 con enzimas de restricciqn. Carril: 

A) marcador de pares de bases de ADN .1 kb ladder (Gibco BRL) ; 

B) Perfect DNA marker (Novagen, Inc.); 1) pcDNA-MMP8 cortado 
con BamHI y Xbal; 2) pcDNA3-MMP8 cortado con BamHI y Xbal; C) 
<|)X17 4 marker (Gibco BRL); X Hindlll marker (Gibco BRL), en 
donde los ADNc de la MMP-8 latente (carril 1) y la MMP madura 

(carril 2) fueron exitosamente subclonados en los vectores de 
expresion pcDNA y pcDNA3 . Se observan claramente los 
insertos liberados con enzimas de restriccion BamHI y Xbal. 
Las bandas tenidas con bromuro de etidio corresponden a cada 
uno de los ADNc comprendidos entre 506 y 560 pares de bases 

(pb) aproximadamente, para los ADNc de la MMP madura y 
latente, respectivamente . 

Para evaluar la eficiencia de la incorporacion del 
ADNc de la MMP-8 enviado a las celulas HepG2 en forma de 
complejo con CaP0 4 y con polilisina-lactosa, se realizo la 
co-transf eccion de este plasmido junto con el del gen 
reportero de p-galactosidasa . De esta forma, las celulas que 
se observan bajo el microscopio con coloracion azul indican 
indirectamente que tambien han incorporado al plasmido de 
interes. La figura 16 nos muestra la expresion de fi- 
galactosidasa en las celulas HepG2 co-transf ectadas con el 
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plasmido libre, en forma de complejo CaP0 4 o en su forma de 
complejo con polilisina-lactosa . Esta figura nos muestra que 
el acoplamiento del ADN con polilisina-lactosa se llevo a 
cabo, dado que a mayor concentracion de polilisine se observo 
5 un claro retardamiento del plasmido de p-galactosidasa . La 
relacion seleccionada para transfectar las celulas fue 
aquella que retardo el 80% de la migracion del plasmido. 

Una vez demostrado que las celulas en cultivo son 
capaces de incorporar y expresar genes que les han sido 

10 transf ectados fue necesario corroborar que dichos genes eran 
transcritos por la maquinaria de las celulas huesped mediante 
los ensayos de RT-PCR. La figura 17, nos muestra un analisis 
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa asociada a la 
transcriptasa reversa (RT-PCR) de los ARNm de las MMP8 y 

15 MMP13. (Este plasmido fue utilizado como otro control 

positivo de transf eccion) ; en donde una electrof oresis de ADN 
de los productos amplificados de PCR del ADNc de la MMP-8 
enviado en su forma de complejo con CaP0 4 y polisina-lactosa 
ha sido transcrito para ambos casos en las celulas HepG2 

20 transf ectadas . Se observa que la senal de los productos de 
PCR de la MMP8 (359 pb) fue mas intensa cuando el plasmido 
fue enviado en complejo con polilisina-lactosa. 

Para demostrar que el transcrito de MMP-8 expresado 
por las celulas HepG2 era traducido en una proteina funcional 

25 se realizo el ensayo de actividad enzimatica utilizando 
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colagena tipo I como sustrato. La figura 18, muestra la 
actividad enzimatica de degradacion de colagena tipo I de la 
... proteina secretada al medio, que fue observada en las celulas 
transfectadas con el gen de la MMP8 lateate, previa 

5 activacion con el agente mercurial APMA (carril 7) y con el 
gen de la MMP8 activa en su complejo con CaP0 4 (carril 9) y 
con polilisina-lactosa (carril 10), y su inhibicion 
especifica con EDTA 2mM. Controles negativos: colagena tipo 
I sin adicion de sobrenadantes de celulas (carril 1) y con la 

10 adicion de tripsina (carril 3), colagena con sobrenadantes de 
celulas sin transfectar (carril 2) . Carriles positives: 
colagena tipo I con sobrenadante de leucocitos humanos 
(carril 3) , colagena tipo I con adicion de colagenasa 
bacteriana al 0.015% (carril 4); asi como los productos de la 

15 degradacion de la colagena nativa tipo I separados en un gel 
de poliacrilamida al 8% despues de haberse incubado con el 
sobrenadante de las celulas transfectadas con el gen de la 
MMP-8 latente y activa. Se observa como en ambos casos se 
presenta la activad colagenolitica en presencia del agente 

20 organomercurial APMA para el caso de la primera y su 
inhibicion por EDTA para ambos casos, lo que indica que esta 
actividad proteolitica corresponde a una metaloproteasa de 
matriz interst icial . La incubacion de la colagena nativa 
. tipo I con tripsina no mostro degradacion. Por lo tanto, 

25 este experimento demuestra claramente que la accion de la 
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MMP-8 fue especifica dada la naturaleza intacta de la 
molecula de colagena. 

La figura 19, muestra la evidencia de que la 
actividad de las enzimas que degradan especif icamente 
colagenas pueden ser controladas. (apagadas y/o prendidas) 
mediante la clonacion de sus cDNAs respectivos que a su vez 
se encuentran bajo el control transcripcional de genes 
regulables como el PEPCK (phosphoenol-piruvate 

carboxikinase) . Es claro ver que tanto la estimulacion de 
las celulas en cultivo con Glucagon (carriles 5 y 6) como 
cAMP (carriles 7 y 8) sobrees timulan la produccion del RNA 
mensajero que codifica para MMP-8, asi como que la Insulina 
disminuye dicha produccion (carriles 9 y 10) . 

Las observaciones en la actividad de p-galactosidasa 
endogena sugiere que esta actividad tiende a ser granular y 
mas debil en color que el colorido azul denso que es el 
resultado de la actividad de la enzima exogena (Shimohama S., 
Rosenbergh M.B., Fagan A.M., Wolff J. A., Short M.P., 
Brakfielf XO, Friedman T. and Gage F.H.: Genetically 
modified cells into the rat brain: Characteristics of E. coli 
-galactosidase as a reporter gene. Brain Res. 5:271-278, 
1989) . Se han descrito muchas modif icaciones para aumentar 
la especif icidad en el ensayo para la determinacion del gen 
lac-Z exogeno. Asi, segun los datos previamente reportados 
por Weiss DJ, Ligitt D, And Clark JG . In Situ Histochemical 



.Detection of (3-Galactosidase Activity in Lung. Assessment of 
X-gal Reagent in Distinguishing lacZ gene Expression and 
Endogenous (3-Galactosidase Activity. Human Gene Therapy 
September 1, 1997, 8:1545-1554 ; en la presente iWencion se 

5 utilizo una solucion de X-Gal a un pH estable de 8.5, de esta 
forma, se demostro la actividad de la p-Gal exogena mientras 
se minimize la actividad endogena in vivo. 

Uno de los indicadores que actualmente se utilizan 
para monitorear in vivo la eficiencia y localizacion de las 

10 celulas transducidas con adenovirus recombinantes es la 
deteccion en la expresion de la proteina verde fluorescente 
(GFP) . Para esto, el gen que codifica a esta proteina se 
subclona en los vectores adenovirales de forma tal que 
mediante el empleo de un microscopio fluorescente, se puede 

15 observar la f luorescencia directamente sin sacrificar al 
animal de experimentacion, al cual se le administro el vector 
(Rojas-Martinez A . , Wyde P.R., Montgomery C.A., Chem S-H., 
Woo SLC and Aguilar-Cordova E . : Distribution toxicity and 
lack of replication of an ElA-recombinant adenoviral vector 

20 after systemic delivery in the cotton rat. Cancer Gene Ther. 
1998 y TongChuan H . , Shibin Z., Luis T., Jian Y., Kenneth W. 
and Vogelstein Bert: A simplified system for generating 
recombinant adenoviruses. Proc. Natl. Acad. Sci . USA Vol. 
95:2509-2514, March 1998) . Se han obtenido mucho.s datos en 

25 los que se demuestra que despues de la administracion de los 
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adenovirus en forma intravenosa en animales sanos, las 
principales celulas bianco fueron hepatocitos. Esta 
observacion se ha mostrado en ratones, conejos, perros y 
primates (Zern AM, And Kresina TF. Hepatic drug delivery and 

5 gene therapy. Hepatology 1997 Vol. 25, No. 2, 484-491), pero 
no en ratas con cirrosis. La inyeccion en vena porta 
probablemente sea mas eficaz para que llegue a las celulas 
bianco en el higado proporcionando un inoculo favorable de 
particulas virales a todo el higado antes de diluirse en la 

10 circulacion perif erica. Se ha mostrado que esta ruta es muy 
eficaz, pero el gran inconveniente es que se requiere hacer 
una laparatomia. Por otro lado, la administracion peritoneal 
es una infusion mas rapida y simple, pero no favorece la 
transduccion de hepatocitos. Los resultados de la presente 

15 invencion muestran que la inyeccion de 3 x 10 11 particulas 
virales por vena iliaca en ratas Wistar de aproximadamente 
200 grs de peso, produce un nivel muy alto de expresion (70% 
de transduccion de hepatocitos) . Nuestros resultados son 
parecidos a un reciente informe que muestra en envio dirigido 

20 a higado del gen reportero en primates via vena safena, en el 
que se produce casi el mismo nivel de transduccion y 
expresion del transgen en el higado comparada con la infusion 
a traves de la vena porta (Marie-Jean TFD, Poeters V, Lieber 
A, Perkins -J, and Kay MA. Method for Multiple Portal Vein 

25 Infusions in Mice: Quantitation of Adenovirus-Mediated 
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Hepatic Gene Transfer. Biotechniques February 1996, 20:278- 
285 y Zhu G, Nicolson AG, Zheng X, Strom TB, and Sukhame VP. 
Adenovirus-Mediated p-Galactosidase Gene Delivery to the 
Liver Leads to Protein Deposition in Kidney •Glomeruli. 

5 Kidney International, 1997, Vol. 52, 992-999). Ademas la 
expresion del gen reportero en nuestros animales con cirrosis 
inducida por la administ racion cronica del CC1 4 fue 
sorprendentemente casi tan alta como los normales (40% de los 
hepatocitos transducidos ) . Estos resultados son muy 

10 excitantes ya que nuestros animales con cirrosis dificilmente 
sobrevivirian al procedimiento quirurgico exigido para poder 
administrar el adenovirus por vena porta. Esto debido a que 
las pruebas funcionales hapaticas, asi como los Tiempos de 
Protrombina se encuentran muy elevados y el sangrado se 

15 presentaria en forma importante. Aunque las ratas con 
ligadura del conducto biliar mostraron una reduccion 
sustancial en el numero de hepatocitos transducidos (de 5- 
10%), tambien es importante el numero de hepatocitos, los 
cuales pueden ser transducidos con genes terapeuticos , como 

20 las metaloproteasas (MMP-8) y/o genes que codifiquen para 
proteinas estimuladoras de regeneracion hepatica como uPA 
(urokinase Plasminogen Activator) y Smadl . 

Debe ser evidente para aquellas personas expertas en 
la tecnica que otras variaciones no dadas a conocer 

25 especif icamente en la presente invencion, pero que, sin 



52 

embargo, se proponen mediante la presente y que se consideran 
'que quedan dentro del alcance y espiritu de este invento. 
Por lo que la invencion no debe quedar limitada mediante la 
descripcion de las modalidades especificas dadaa a conocer, 
sino unicamente mediante las siguientes: 
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REIVINDICACIONES 

; 4 * 1.- Un vector adenoviral recombinante que comprende 

un genoma adenoviral del cual se han deletado los marcos de 
lectura abiertos El y/o E3, pero que retiene la ' secuencia 
suficiente para que dicho vector adenoviral sea capaz de 
replicarse in vitro. Adicionalmente dicho vector contiene un 
gen terapeutico o una secuencia de AND de interes regulada 
por promotores ubicuotos y/o promotores especificos de 
tejido, que codifica para proteinas terapeuticas utiles en el 
tratamiento de la fibrosis. 

2. - El vector adenoviral recombinante de conf ormidad 
con la reivindicacion 1, en donde el prornotor especifico de 
tejido es PEPCK. 

3. - El vector adenoviral recombinante de conf ormidad 
con la reivindicacion 1, en donde el gen terapeutico o la 
secuencia de ADN clonada en dicho vector adenoviral se 
selecciona del gen de la metaloproteasa MMP-8 latente y 
activa, MMP-1, MMP-2, MMP-9 y MMP-13; gen del activador de 
plasminogeno derivado de uroquinasa uPA silvestre y/o modificado; gen 
del receptor truncado tipo II de TGF-p y Smad7 que codifican para 
proteinas terapeuticas que degradan el exceso de proteinas colagenicas 
depositadas en los organos cirroticos. 

4. - El vector adenoviral recombinante de conf ormidad 
con la reivindicacon 3, en donde el gen terapeutico es una 
secuencia de ADN que se selecciona del gen del factor de 
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crecimiento para hepatocitos HGF, que codifica para proteinas 
estimuladoras de regeneracion hepatica con la finalidad de 
restablecer las funciones normales del higado. 

5. - El vector adenoviral recombinante de conformidad 
con la reivindicacion 1, en donde las proteinas terapeuticas 
para el tratamiento de la fibrosis son la proteina MMP-8 
latente y activa, MMP-1, MMP-2, MMP-9 y MMP-13; uPA 
silvestre y/o modificado; receptor truncado tippo II de TGF- 
P; betaglycano; HGF y Smadl . 

6. - El vector adenoviral recombinante de conformidad 
con la reivindicacion 1, que comprende ademas el envio de los 
genes terapeuticos o secuencias de ADN que codifican para 
proteinas terapeuticas para el tratamiento de fibrosis en los 
higados con cirrosis. 

7. - El vector adenoviral recombinante de conformidad 
con la reivindicacion 6, en donde el envio de los genes 
terapeuticos se lleva a cabo en otros organos con fibrosis 
generalizada . 

8. - El vector adenoviral recombinante de conformidad con la 
reivindicacion 7, en donde el reconocimiento tejido-especif ico de los 
genes terapeuticos a los organos con fibrosis se lleva a cabo por la 
via de administracion empleada. 

9. - El vector adenoviral recombinante de conformidad 
con la reivindicacion 8, en donde la via de administracion es 
endovenosa . 
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10. - El vector adenoviral recombinante de conformidad 
con la reivindicacion 6, en donde los organos con fibrosis se 
seleccionan de higado, pulmon, corazon, rinon, piel y 
cicatrices hipertrof icas . • 

11. - El vector adenoviral recombinante de conformidad 
con la reivindicacion 10, en donde el principal organo bianco 
es el higado. 

12. - Vectores recombinantes de conformidad con las 
reivindicaciones 1 a 11, en donde el envio de genes 
terapeuticos ' se lleva a cabo mediante el uso de vectores 
virales o no virales. 

13. - El vector recombinante de conformidad con la 
reivindicacion 12, en donde los vectores no virales se 
seleccionan de plasmidos y liposomas cationicos y anionicos. 

14. - El vector adenoviral recombinante de conformidad 
con la reivindicacion 6, en donde el envio eficiente del gen 
de la colagenasa MMP-8 al higado cirrotico puede lograr la 
degradacion de la colagena a traves de la sobre-expresion de 
metaloproteasas . 

15. - El vector adenoviral recombinante de conformidad 
con la reivindicacidn 1, caracterizado porque se utiliza para 
el tratamiento de la fibrosis hepatica, pulmonar, renal, del 
corazon, keloides y cicatrices hipertrof icas , el cual no 
induce toxicidad letal. 

16. - Un proceso para preparar vectores adenovirales 
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recombinantes mediante la clonacion de genes reporteros Lac-Z 
y GFP y el gen terapeutico, que codifica para proteinas 
terapeuticas para el tratamiento de la fibrosis hepatica, 
pulmonar, renal, del corazon, keloides y cicatrices 
hipertrof icas . 

17. - El proceso de conformidad con la reivindicacion 16, en 
donde el gen terapeutico se selecciona del gen de la metaloproteasa 
MMP-8 latente y activa, MMP-1, MMP-2, MMP-9 y MMP-13; gen del activador 
de plasminogeno derivado de uroquinasa uPA silvestre y/o modificado; 
Smad7 y gen del receptor truncado tipo II de TGF-p. 

18. - El proceso de conformidad con la reivindicacion 
16, en donde el vector adenoviral recombinante es pAdGFP-MMP-8 . 

19. - Una composicion f armaceutica que contiene una 
cantidad terapeuticamente efectiva con un regimen de dosis 
unitaria de particulas virales de los vectores adenovirales 
recombinantes de conformidad con la reivindicacion 1, para el 
tratamiento de la fibrosis hepatica, pulmonar, renal, del 
corazon, keloides y cicatrices hipertrof icas , en combinacion 
con un portador f armaceut icamente aceptable. 

20. - La composicion farmaceutica de conformidad con 
la reivindicacion 19, en donde la dosis unitaria es de 
aproximadamente 10 7 -10 14 particulas virales por individuo que 
padece de fibrosis. 

21. - El uso de vectores adenovirales recombinantes de 
conformidad con la reivindicacion 1, para la elaboracion de 
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un medicamento para el tratamiento de la fibrosis hepatica, 
pulmonar, renal, del corazon, keloides y cicatrices 
hipertrof icas . 
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A continuacion se dan a conocer las def iniciones de la 
. 'Simbologia empleada en las f iguras que corresponden a la 
presente invencion, en donde : 

Figura 1: < 

5 CEH = CELULA ESTELAR HEPATICA 

CES = CELULA ENDOTELIAL SINUSOIDAL 

CK = CELULA DE KUPFFER 

ESET = ESPACIO SUBENDOTELIAL 

HE = HEPATOCITOS 
10 HI DC = HIGADO CON DANO CRONICO 

HIN = HIGADO NORMAL 

SINU = SINUSOIDE 

Figura 2 : 

15 COLASA = COLAGENASA 

DCA = DEGRADACION DE LA COLAGENA 
TGE = TERAPIA GENICA EXPERIMENTAL 
MMPs = METALOPROTEASAS 

20 Figura 3: 

CT 2 93 = COTRANSFECCION EN CELULAS 293 

PG CsCl = PURIFICACION CON GRADIENTES DE CsCl 

Figura 4 : 
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BD = BRAZO DERECHO 
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j-.T} ' .; '. , BI = BRAZO IZQUIERDO 

CTBK = COTRANS FECTAR EN BACTERIAS Y SELECCION EN KANAMICINA 
CUL = CULTIVAR 

LI Pad = LINEARIZAR CON Pad « 
5 LI Pmel = LINEARIZAR CON Pmel 
PV = PARTICULAS VIRALES 
T 293 = TRANS FECTAR EN CELULAS 293 
GENADR = GENERACION DE ADENOVIRUS RECOMB I NANTES 

10 Pigura 7 : 

B = BAZO 

CE = CEREBRO 

CO = CORAZON 

%CT = % DE CELULAS TRANS DUC I DAS 
15 H = HIGADO 
P = PULMON 
R = RINON 

SAdp-Gal = SIN EL VECTOR Adp-Gal 
CAd(i-Gal = CON EL VECTOR Adp-Gal 
20 X-GAL7 = REACTIVO X-GAL pH 7.0 

X-GAL8.5 = REACTIVO X-GAL pH 8 . 5 

Figura 8 : 

B = BAZO 

25 CC145 = 5 SEMANAS DE INTOXICACION CON CC14 



60 

>-' ; . -CC148 = 8 SEMANAS DE INTOXICACION CON CC14 
CE = CEREBRO 
CO = CORAZON 

%CT = % DE CELULAS TRANS DUCI DAS ' 
5 H = HIGADO 
P = PULMON 
R = RINON 

PV = PARTICULAS VIRALES 
HN = HIGADO NORMAL 

10 

i Figura 9 : 

B = BAZO 
CE = CEREBRO 
CO = CORAZON 
15 %CT = % DE CELULAS TRANS DUCI DAS 
H = HIGADO 

LCB2S = 2 SEMANAS DE LIGADURA DEL CONDUCTO BILIAR 
LCB4S = 4 SEMANAS DE LIGADURA DEL CONDUCTO BILIAR 
P = PULMON 
20 R = RINON 

PV = PARTICULAS VIRALES 
HN = HIGADO NORMAL 



Figura^^-f"""*-*"' 
,- .',-25'" " Prot = PROTEINA 
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iyr- '.. APMA = ACETATO AMINOFENIL MERCURICO 



Figura 14 : 

ACTp-gal = ACTIVIDAD DE p-GALACTOSIDASA 
5 CES = CELULAS 

EAC = ACTIVIDAD ENZIMATICA 
PL = POLILISINA 

__ ' ^""v 

PROT = PROTEIN A./- -' 



RGAL = RESIDUOS DE GALACTOSA 
10 SNAD = SOBRENADANTE 



Figura 16: 

ADND = ADN DESNUDO 

GELRADN-PL = GEL DE RETARDAMIENTO PARA LA POLILISINA 

15 

Figura 18 : 

CA = CON APMA 

CACE = CON APMA Y CON EDTA 

CaP04 = FOSFATO DE CALCIO 
20 CE = CON EDTA 

COB = COLAGENASA BACTERIANA 

COL1 = COLAGENA TIPO I 

PL = POLILISINA 

SA = SIN APMA 
25 SNL = SOBRENADANTE DE LEUCOCITOS 



ST = SIN TRANSFECCION 
TRIP = TRIPSINA 

Figrura 20: 

%CT = % DE CELULAS TRANSDUCIDAS 
PV - PARTICULAS VIRALES 
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RESUMEN DE LA INVENCION 

Se propone el uso de terapia genica para su 
aplicacion en el tratamiento de diversas fibrosis en humanos . 
El objetivo es la utilizacion de genes " terapeuticos" 
especif icamente dirigidos a organos bianco para revertir y/o 
prevenir el desarrollo del proceso que cursa con fibrosis. 

La potencial aplicacion de terapia genica a pacientes 
con fibrosis y/o cirrosis dependera en buena parte del envio 
exitoso de genes que codifiquen para proteinas terapeuticas a 
higados con fibrosis extensa y que estos genes que codifiquen 
para proteinas MMP-8 latente y activa, MMP-1, MMP-2, MMP-9 y 
MMP-13; uPA silvestre y/o modif icado (o su version truncada) ; 
receptor truncado tipo II de TGF-p y Smad7 sean dirigidos por 
adenovirus y/o otros vectores recombinantes que no 
transduzcan (infecten) otros organos de la economia. Los 
adenovirus recombinantes ( AdR) son vectores altamente 
eficientes para la transduccion de genes terapeuticos a 
diversas celulas bianco. Hemos probado que se pueden llevar 
genes a higados cirroticos. 

El envio de genes terapeuticos mediante dichos vectores 
adenovirales y otros vectores recombinantes se podra realizar 
utilizando liposomas (DOTMA) cationicos y anionicos. 

Asimismo, proponemos el uso de esta patente para que 
de igual manera sea aplicada a: 
* Fibrosis renal, 
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>:.i< * Fibrosis pulmonar, 

* Cicatrices hipertrof icas y keloides (Fibrosis de la 
piel) y 

* Otros tipos de fibrosis. 

5 
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SOLICITUD DE PATENTE NO. 9;98Jp< 
DIRECCION DIVISIONAL DE PaMItES 
SUBDIRECCION DIVISIONAL DE P 
ADMINISTRATIVO DE PATENTES 
COORDINACION DEPARTAM 
TITULACION Y CONSERVACI 



IENTO 



C. DIRECTOR GENERAL DEL INSTITUTO 
MEXICANO DE LA PROPIEDAD INDUSTRIAL. 
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JOSE F. HINOJOSA CUS-LAR, Abogado, con domicilio para recibir contestacion 
al presente escrito en Paseo de los Tamarindos No. 400-A piso 9, Col. Bosques de las 
Lomas, CP. 05120 Mexico, D.F., atentamente expongo: 

Por medio del presente escrito vengo a solicitar que se registre la cesion de 
derechos de la solicitud de patente que al rubro se indica de: PIHCSA MEDICA, S.A. 
DE C.V., una compania organizada y existente conforme a las Leyes de la Republica 
Mexicana a: TGT Laboratories S.A. DE C.V. una compania organizada y existente 
conforme a las Leyes de la Republica Mexicana, segun se desprende del documento de 
cesi6n, debidamente notarizado, que en original anexo al presente escrito. 

Acredito mi personalidad como apoderado de la nueva titular TGT Laboratories 
S.A. DE C.V., con un poder debidamente firmado, que en original anexo al presente 
escrito. 

SOLICITUD DE PATENTE: 998515 



TITULAR ANTERIOR: 
NACIONALIDAD: 

TITULAR ACTUAL: 

NACIONALIDAD: 



PIHCSA MEDICA, S.A. DE C.V . 
Mexicana 

TGT Laboratories S.A. DE C.V. 
Mexicana 



DOMICILIO DEL 
TITULAR ACTUAL: 



Prolongacion Division del Norte #4280, Col. 
Prado Coapa, CP. 14300, Mexico, D^F. 




APODERADO: 



Lie. Jose F. Hinojosa Cuellar 



DOMICILIO PARAOIR 
NOTIFICACIONES: 



Paseo de los Tamarindos 400-A, 9° Piso, Col. 
Bosques de las Lomas, CP. 05120, Mexico, 
Distrito Federal 



De acuerdo con lo anterior, exhibo el formato de solicitud, por triplicado, 
indicando los datos del nuevo titular. 

Finalmente, con esta misma fecha cubro los derechos correspondientes que 
marca la tarifa en vigor. 

Por lo anteriormente expuesto, 
A USTED C. DIRECTOR, atentamente pido: 

PRIMERO: Tenerme por presentado haciendo las manifestaciones a que se 
refiere el presente escrito. 

SEGUNDO: Previos los tramites correspondientes, tomar nota del cambio de 
titular y expedir el.oficio correspondiente. 



_ ATENTAMENTE 
Mexico, D.F., a 1 1 de septiembre de 2000. 
p.p. de: TGT Laboratories S.A. DE C.V. 




LIC. JOSE F. HINOJOSA CUELLAR 
APODERADO 
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Antes de llenar la forma lea las considerationes generates al reverso 
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Sello 
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Fecha y hora de recepci6n 
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DATOS DEL (DE LOS) SOUCITANTE(S) 



El solicitante es el inventor(*) |_| El solicitante es el cauaafiabiente [T] 

1 ) Nombre (s): TGT Laboratories S.A. DE C.V. / 

2) Nacionalidad (es): MEXICAN A 

3) Domicilio; calle, numero. colonia y c6digo postal: 

PROLONGACION DIVISION DEL NORTE #4280, COL. PRADO COAPA, CP. 1 4300 
Poblacidn, Estado y Pais: MEXICO, D.F. 



O Debe llenar el siguiente recuadro 4) Telefono (clave): 



5) Fax (clave): 



DATOS DEL (OE LOS) INVENTORIES) 



Sombre (s): 



DR. JUAN ARMENDARIZ BORUNDA y DR. ESTUARDO AGUILAR CORDOVA 



7) Nacionalidad (es): 



8) Domicilio; calle, numero, colonia y codigo postal: 



Poblacion, Estado y Pais: 
9) Telefono (clave): 



AV. PROLONGACION DIVISION DEL NORTE NO. 4280, COL. PRADO COAPA CP. 14300 



MEXICO, DISTRITO FEDERAL 

10) Fax (clave): 



DATOS DEL (DE LOS) APODERAPO (S) 



■H)Nombre(s): LIC: EDUARDO CORREA E., LIC. JOSE F. HINOJOSA CUELLAR, 12)RGP: 
LIC. MARTIN MICHAUS ROMERO 

13) Domicilio; calle, numero, colonia y codigo postal: Paseo de los Tamarindos 400 - A, Piso 9 Col. Bosques de las Lomas, C6digo Postal 05120 
Poblacion, Estado y Pais: Mexico, D.F. M6xico 

14) Telefono (clave): 5261-0400 15) Fax (clave): 5261-0496 



16) Denominacion o Tttulo de la Invencion: 



VECTORES ADENOVIRALES RECOMBINANTES Y SU UTILIDAD EN EL 
TRATAMIENTO DE DIVERSOS TIPOS DE FIBROSIS HEPATICA, RENAL, 
PULMONAR Y CICATRICES HIPERTROFICAS. 



17) Fecha de divulgacion previa 


18) Clasificacion Internacional 


uso exclusivo del IMPI 


09 I 06 i 99 






Dia Mes Afio 






19) Divisional de la solicitud 




20) Fecha de presentacion 


Numero 


Figura juridica 


Dia I Mes ^ Afio 



Pais 



Fecha de presentacidn 
Dia Mes Afio 



No. de serie 



Comprobante tie pago de la tarifa 
Descripci6n y reivindicacibn (es) de la invencion 
Dibujo (s) en su caso 

Resumen de la descripcidn de la invencion 
Documento que acredita la personalidad del apoderado. 



Lista de verificacion (uso interno) 

Documento de cesibn de derechos 



j Constancia de dep6sito de material biol6gico 

Documento (s) comprobatorio(s) de divulgactbn previa j 
Documento (s) de prioridad / 
Traduccion / 



Bajo protesta de decir verdad, manifjesto que los datos asentados en esta solicitud son ciertos. 




IC. JOSE F. HINOJOSA CUELLAR 



Nombre y firma del solicitante o su apoderado 



Pagtna 1 de 2 



MEXICO, D.F. A 17 DE SEPTIEMBRE DE 1999. 
Lugary fecha 205/17480 *kra 



IMPI-00-001 



Consideraciohes generates para su llenado: 

' dfwSn°^S d " enar$e preferenlemente 3 maquina ' no obs * n *e P«W Presentarse con letra de molde legible y su 

- Este formato de solicitud debe presentarse por triplicado. 

- S6I0 se recibira el formato de solicitud debidamente requisitado y en idioma espanol 

" pLSnT^pNMpf 15? V H SUS d S CU S em °l 3neX0S deben P resentarsa en el Departamento de Recepc.6n y Control de Documentos de 
Z nn??« nn £J ' ^ 6n Penf6nC0 Sur nC,mero 3106 ' 3er P iso - Jar dines del Pedregal, 01900, Mexico D F en el hoTario de 

La firrL LuS fn S 3 Viem r °, 6n ' a VentaniHa de las Dele 9 a ^ones o Subdelegaciones Federaies de to SECOR ' 

- La firma del solicitante debe ser aut6grafa en cada formato de solicitud 

- En el formato de solicitud marque con una cruz en el recuadro la solicitud que desea presentar 

- En caso de Registro de Diseno Industrial sertale ademas si se trata de un modelo o un dibujo 

- La denomination o titulo debe ser connotativa de la invencibn 

' S all^T^lT^ 3 ^° de l0S d0Ce "72* PreVi0S 3 13 fecha de P««*«»n ^ la solicitud, indique la fecha de divulgacibn y 
anexe la informaaan comprobatona que marca el Reglamento de la Ley de la Propiedad Industrial "-vwgacon y 

■ ^WffiSMi^ previamente presentada - debe * proporcionar - «*™ de * 

rnn!on^ 0 H d l ^edama ^ ,a cS ri0ridad s6 '° tiene ,ugar si ,a P reseme so,lcitud ha sido previamente presentada en algun pais miembro del 
Convemo de Pans para la Protection de la Propiedad Industrial. Proporcionar los siguientes datos- 9 P 

i^^^H S l Pr S e por P rimera vez la so[icitud . fe <* a y numero asignado a la solicitud en dicho pals. 

eTeSSi^ 

Se autonza su libre reproducci6n siempre y cuando no se altere. 



SSffiSSSSSf Disefl0 ,ndustrial y Kegistro de Modei ° de = 

Fecha de autorizacion de la forma por parte de la Oficialia Mayor de SECOFI- 07-1-1999 

Fecha de autorizaci6n de la forma por parte de la Unidad de Desregulaci6n Economical 07-1-1999 



Fundamentojundico-administrativo: 

Ley de la Propiedad Industrial (D.O.F. 27- VI -91, reformas D.O.F. 02-VIII-94- 26-XII-97) 
Reglamento de la Ley de la Propiedad Industrial (D.O.F. 23-XI-94) 

Acuerdo que establece las reglas para la presentacibn de solicitudes ante el IMP! (D O F 14-XII-94) 

Acuerdo por el quese establecen los plazos maximos de respuesta a los tramites ante el IMPI (D.O F 10-XII-96) 

Tanfa por los servicios que presta el IMPI 1 aD ' 



Documentos anexos: 

Solicitud de Patente y Registro de Modelo de Utilidad 

- Comprobante de pago de la tarifa correspondiente (original y copia) 

- Description, reivindicaci6n, resumen y dibujo (triplicado) 

- Solicitud de Registro de Diseno Industrial 

- Comprobante de pago de ia tarifa (original y copia) 

- Description, revindication y dibujo o fotografia (triplicado) 

- Documentos adicionales que deberan presentarse en su caso: 

- Constancia de dep6sito de material biol6gico 

- Acreditaci6n de personalidad del apoderado, en su caso (original) 

" SKf* P0d6rdante 6n 61 0350 de persona mora! ' sefia,ando el instrumento donde obran dichas facultades y acta constitutiva 

- Documento donde se acredita el caracter del causahabiente o de cesion de derechos (original) 

- Documento comprobatorio de divulgaci6n previa, en su caso (original y copia) 

- Documento de prioridad y su traduccibn, en su caso (copia certificada expedida por la oficina extranjera) 

- Escnto solicitando el descuento del 50%, cuando corresponda (original) exiranjeraj 



Tiempo de respuesta: 

El plazo maximo de primera respuesta es de 3 meses. 



Numero telefonico para quejas: 



5624 oZoO to lutedo ' ' CUa ' qUier adaraCi6n ' dUda y '° COmentari ° C0 " reS P eCt ° a este Wmlt «. 

SSS, 4677 sirvase temar al Sistema de Atencibn Telefbnica a la Ciudadania-SACTE^ 

bxtensiones. 4628. 4629 y 4677 , te i e fonos: 5480-20-00 en el D.F. y area metropolitana, del interior de 

[•3 Dani'iklini ~i ,, _i . i ^ .. „„„ . 



, r-, ; ~: — ^.i ^, . y a , ca uicuupuiiiana, aei interior ae 

la Republica sin costo para el usuario al 01-800-00-14800 o desde Estados 
Unidos y Canada al 1 -888-594-3372, - 



Numero telefdnico del responsable del tramite para consultas: 5624 04 00 extensiones 4748 y 4703 
Pagina 2 de 2 ~~ " 
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C E S ION 



En la 
Agosto 



Ciudad de Mexico D-F. 



los 



2 



29 dias 



de 2000, 



fsociedad debidamente constituida conforme a^ las leyes 
UBLICA MEXICANA cede, vende y traspasa en toda propiedad y dominio a 



PIHCSA MEDICA S.A. DE C. 
Ltuida conforme a^ las 




TGT Lf 



) 

I 



rat ories S.A. PR f^ v.sociedad debidamente constituida conforme a las 
leyes de REPUBLIGA mrytpama domiciliada en 

PR0L0NGACI0N DIVISION DEL NORTE #4280 COL, PRADO CQAPA CP 14300 MEXICO D,F. 



todos los intereses, 
SOLICITUD DE PATENTE 



titularidad, 



dereefios 
en Mexico^ numero 998515 



y privilregios 



sobre 
relativa a 
JliJTRATMJEfJTO DE DIVERSOS 



VECTORES ADENOVIRALES RECOMBINANTES Y SU 
TIPOS DE FIBROSIS HEPATICA, RENAL ,PULM0NAR, Y CICATRICES HIPERTROFICAS . 
El precio de esta cesion es la cantidad de $ 1QQ . 00 ( cien pesos 
00/100 M.N.), de la cual por medio del presente la Cedente 
extiende el mas amplio y completo recibo. 

La cesionaria TGT Laboratories S.A* DE C.V« acepta el traspaso 

y faculta asimismo a los senores Lies. Jose F. Hinojosa C, Martin 
Michaus R., Jaime Higuera R., Ernesto Gomez F. y Eduardo Kleinberg 
Druker, para que en su nombre y representacion, con junta o 
separadamente, gestionen ante el Instituto Mexicano de la 
Propiedad Industrial de la Ciudad de Mexico, Distrito Federal, el 
registro de la presente cesion y continuen el tramite del 
SOLICITUD respectivo. 



W&f JOS E AG U i 



TESTIGO 



I N Gf J 1 





LOS GONZA LEZ FERNANDEZ 




ING. ALVARO MARCELO VA ZQUEZ GALINA 



ING. JOSE AGUS 1 



MAGMA CASTRO 





/HERIBERTO CASTILLO VILLANUEVA, Titular de la Notaria Numero Sesenta y Nueve del Distrito Federal, 
CERTIFICO: Que ante mi comparecio el Ingeniero Jose Agustin Rogelio Magana Castro, en representation de 
"PIHCSA MEDICAL SOCIEDAD ANONIMA DE CAPITAL VARIABLE, y de "TGT LABORATORIES", 
SOCIEDAD ANONIMA DE CAPITAL VARIABLE, de quien me cerciore de su identidad y reconocio como suyas 
dos de las finnas que aparecen en este documento en tres fojas, ratificando ante mi su contenido y me acredito que las 

representaciones que ostenta y por las que actua estan vigentes en sus terminos con los siguientes documentos: 

L- Por lo que se refiere a "PIHCSA MEDICA", SOCIEDAD ANONIMA DE CAPITAL VARIABLE: como 
sigue: 

A).- Con escritura numero diez mil cuatrocientos quince, de fecha ocho de septiembre de mil novecientos noventa y 
siete, ante mi. cuyo primer testimonio quedo inscrito en el Registro Publico de Comercio de esta Capital en el Folio 
Mercantil numero doscientos veintisiete mil seiscientos veinte, por la que se constituyo "PIHCSA MEDICA", 
SOCIEDAD ANONIMA DE CAPITAL VARIABLE, con domicilio en esta capital, duration de noventa y i. e 
anos, capital social minimo de CIEN MIL PESOS y maximo ilimitado, clausula de exclusion de extranjeros, y de dicha 

escritura copio en su parte conducente lo que es del tenor literal siguiente: 

"...ARTICULO SEGUNDO.- La sociedad tiene por objeto: 

La fabrication, importation, exportation, compra, venta y distribution de productos e insumos para la salud, 
medicamentos, aparatos y equipo para la rehabilitation y protesis, instrumental medico, ropa de todo tipo, aparatos e 

instrumentos hospitalarios de todo tipo. [ 

Para la realizacion del objeto anterior, la sociedad tiene capacidad para: 



A. - Ejecutar toda clase de actos de comercio, pudiendo comprar y vender, importar y exportar toda clase de articulos y 
mercancias relacionadas con el objeto anterior. 

B. - Contratar activa o pasivamente toda clase de prestaciones de servicios, celebrar contratos, convenios, asi como 
adquirir por cualquier titulo patentes, marcas industriales, nombres comerciales, opciones y preferential derechos de 
propiedad literaria, industrial, aitistica o concesiones de alguna autoridad. 

C- Formar parte de otras sociedades de objeto similar. 

D. - Emitir, girar, endosar, aceptar, avalar, descontar y suscribir toda clase de titulos de credito, sin que se ubiquen e<- 1 s 
supuestos del Articulo Cuarto de la Ley del Mercado de Valores. 

E. - Adquirir acciones, participaciones, partes de interes, obligaciones de toda clase de empresas y sociedades, formar 
parte en ellas y entrar en comandita, sin que se ubiquen en los supuestos del Articulo Cuarto de la Lev del Mercado de 
Valores. 

F. - Aceptar o conferir toda clase de comisiones mercantiles y mandatos, obrando en su propio nombre o en nombredel 
comitenteomandante. 

G. - Adquirir o por cualquier otro titulo poseer y explotar toda clase de bienes muebles, derechos reales y personales, asi 
como los inmuebles que sean necesarios para su objeto. [ 

H. - Contratar al personal necesario para el cumplimiento de los fines sociales y delegar en una o varias personas el 
cumphmiento de mandatos, comisiones, servicios y demas actividades propias de su objeto. 

I. - La sflciedad podra otorgar avales y obligarse solidariamente por terceros, asi como constituir garantias por 

obligaciones de terceros. 

J.- Dai* y recibir prestamos, con o sin garantia. 



K.- En general, la realizacion y emision de toda clase de actos, operaciones, convenios, contratos y titulos, ya sean 



1 4 3 2 2 



civiles, mercantiles o de credito. 



-TRANSFTORIOS: 



it 



ISEGUNDO.- Los comparecientes de esta escritura acuerdan: — — — — — - 
a.- Designar como Director General de la Sociedad al Ingeniero Jose Agustin Rogelio Magafia C^^q^ji 
Bsempeno de su cargo gozara de las siguientes facultades: 




I.- Poder general para pleitos y cobranzas, con todas las facultades generates y aim con las especiales que de acuerdb 
cc • Ley requieran poder o clausula especial, en los temiinos del parrafo primero del arti'culo dos mil quinientos 
cincuenta yeuatro del Codigo Civil para el Distrito Federal y su correlativo en las demas Entidades Fe 

Pais. - ■ 

De manera enunciativa y no limitativa se menciona entre otras facultades: 



I. - Para intentar y desistirse de toda clase de procedim ientos, inclusive amparo.- 

II . - Para transigir. — ^s^. 

m.- Para comprometer en arbitros. 



fV.- Para absolver y articular posiciones. 
V.- Para recusar. 



VI.- Para hacer cesion de bienes.- 
VI].- Para recibir pagos. • 



Jfcffll- Para presentar denuncias y querellas en materia penal y para desistirse de ellas cuando lo permita la Ley. 

fflV Poder general para actos de administracion en los temiinos del parrafo segundo del citado arti'culo dos mil 
n )ritos cincuenta y cuatro del Codigo Civil para el Distrito Federal y su correlativo en las demas Entidades 
Feaerativas del Pais. 

3. - Poder en materia lateral con facultades expresas para articular y absolver posiciones, de acuerdo con lo dispuesto en 
el arti'culo setecientos ochenta y seis de la Ley Federal del Trabajo, con facultad para administer las relaciones laterales 
y conciliar de acuerdo con lo dispuesto en los arti'culos once y ochocientos setenta y seis, fracciones primera y sexta de 
la citada Ley, asi como comparecer en juicio en los temiinos de las fracciones primera, segunda y tercera del arti'culo 
seiscientos noven^dQS-y-octecientos^etoita y ocho de la mencionada Ley. 

4. - Poder genfral para actos de dominio de^c uerdo con el parrafo tercero del mismo arti'culo del Codigo Civil y su 
correlativo en laSrdelfnas Entidades Federativas del Pais. -- 

5. - Poder para otorgar y suscribir ti'tulos de credito en los temiinos del arti'culo noveno de la Ley General de Ti'tulos y 
Operaciones de Credito. 

6. - Facultad para otorgar poderes generates y especiales y revocar unos y otros". 

B).- Con el instrumento doce mil trescientos setenta y dos, de feclia veintiuno de enero de mil novecientos noventa y 
nueve, ante mi, cuyo primer testimonio quedo inscrito en el Registro Publico de Coinercio de esta Capital, en el Folio 
lVWcantil numero doscientos veintisiete mil seiscientos veinte, por el que se hizo constar la protocol izac ion de un acta 
c samblea General Extraordinaria de Accionistas, en la que se acordo entre otros puntos aumentar el capital social en 
la parte flja a la cantidad de UN MILLON DE PESOS, as.' como reformar el articulo sexto de los estatutos sociales — 
2 - Por lo que se refiere a "TGT LABORATORIES", SOCIEDAD ANONBVIA DE CAPITAL VARIABLE 
con escritura numero trece mil cuatrocientos veinticinco, de fecha quince de diciembre de mil novecientos noventa y 
nueve, ante mi cuyo primer testimonio quedo inscrito en el Registro Publico de Coinercio de esta Capital, en el Folio 
Mercantil numero doscientos cincuenta y siete mil ochocientos cuatro, por la que se constituyo -TGT 
LABORATORIES", SOCIEDAD ANON I MA DE CAPITAL VARIABLE, con domicilio en esta Capital duracion 
de noventa y nueve anos, capital social nn'nimo de CIEN MIL PESOS, moneda nacional y niaximo ilimitado, clausula 

de admision de extranjeros, y de diclia escritura copio en su parte conducente lo que es del tenor literal siguiente: 

«... ESTATUTOS: 

...ARTICULO SEGUNDO.- La sociedad tiene por objeto: 



La Innovacion, desanollo, adaptacion, modificacion, fabricacion, importacion, exportacion, transfonnacion 
almacenamiento y comercializacion, de productos obtenidos mediante la biotecnologia, la biologi'a molecular y/o la 
ingenieria genetica tales como: vectores adenovirales, vectores retrovirales y vectores plasmidicos entre otros, asi como 



-/ -3- 

uctos derivados de las modificaciones y envio de genes y proteinas desarrolladas para su aplicacion en la terapia 

genica. 

Para la realization del objeto anterior, la sociedad tiene capacidad para: 

A. - Ejecutar toda clase de actos de comercio, pudiendo comprar y vender, importar y exportar toda clase de articulos y 
mercancias relacionadas con el objeto anterior. 

B. - Contratar activa o pasivamente toda clase de prestaciones de servicios, celebrar contratos, convenios, asi como 
adquirir por cualquier titulo patentes, marcas industriales, nombres comerciales, opciones y preferencias, derechos de 

propiedad literaria, industrial, aiti'stica o concesiones de alguna autoridad. 

C- Emitir, girar, endosai\ aceptar, avalar, descontar y suscribir toda clase de titulos de credito, sin que se ubiquen en los 
supuestos del Articulo Cuarto de la Ley del Mercado de Valores. 

D. - Adquirir acciones, participaciones, partes de interes, obligaciones de toda clase de empresas y sociedades y p- ^ar 
parte en el las, sin que se ubiquen en los supuestos del Articulo Cuarto de la Ley del Mercado de Valores. — 

E. - Aceptar o conferir toda clase de comisiones mercantiles y mandatos, obrando en su propio nombre o en nombre del 
comitente o m andante. 

F. - Adquirir o. por cualquier otro titulo poseer y explotar toda clase de bienes muebles, derechos reales y personales, asi 
como los inmuebles que sean necesarios para su objeto. 

G. - Contratar al personal necesario para el cumplimiento de los fines sociales y delegar en una o varias personas el 
cumplimiento de mandatos, comisiones, servicios y demas actividades propias de su objeto. 

H. - . La sociedad podra otorgar avales y obligarse solidariamente por terceros, asi como constituir garantias por 
obligaciones de terceros. 

I. - Dar y recibir prestamos con o sin garantia. 7 

J - Comprar, vender, arrendar, acondicionar y dar mantenimiento de los bienes muebles e inmuebles convenientes o 

necesarios para la mejor realizacion de los fines anteriormente mencionados. 

K - Representor o fungir como agente, comisionista y mediador mercantil, dentro de la Republica Mexicana o en el 
extranjero de empresas nacionales o extranjeras, industriales y comerciales, con objetos sociales, afmes similares o 

relacionados con los antes consignados. 

L.- Alquilar y arrendar toda clase de maquinaria y equipo; 

M.- En general, la realizacion y emision de toda clase de actos, operaciones, convenios, contratos y titulos, ya sean 

civiles, mercantiles o de credito. 

... TRANSITORIOS: ...SEGUNDO... 

... II.- Designar como apoderado de la sociedad al Ingeniero Jose Agustin Rogelio Magaiia Castro, quien gozara de las 

siguientes facultades: 

1 .- Poder general para pleitos y cobranzas, con todas las facultades generales y aim con las especiales que de acuerdo 
con la Ley requieran poder o clausula especial, en los terminos del parrafo primero del articulo dos mil quinientos 
cincuenta y cuatro del Codigo Civil para el Distrito Federal y su correlative* en las demas Entidades Federativas del 
Pais, por lo que tendra entre otras facultades las siguientes: 

A. - Para intentar y desistirse de toda clase de procedimientos, inclusive amparo. 

B. - Para transigir. 

C- Paracomprometeren arbitros. 

D - Para absolver y articular posiciones. 
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E - Para recusar. 
F - Para hacer cesion de bienes 

«Para recibir pagos. -- 
Para presenter denuncias y querellas en materia penal y para desistirse de ellas cuando lo permita |SyS-~^---- 
Poder general para actos de administracion en los temiinos del parrafo segundo del citado* articulo dos mil 
qu.n.entos c.ncuenta y cuatro del Codigo Civil para el Distrito Federal y su correlative^ las demas Entidades 
Ff itivas del Pais. 

3 - , oder en materia laboral con facultades expresas para articular y absolve.- posiciones, de acuerdo con lo dispuesto en 
el art.culo setecientos ochenta y seis de la Ley Federal del Trabajo, con faulted para administrar las relaciones laborales 
y conc.liar de acuerdo con lo dispuesto en los articulos once.y ochocientos setenta y seis, fracciones primera y sexta de 
la ctada Ley, as. como comparecer en juicio en los terminos de las fracciones primera, segunda y tercera del articulo 

seisc.entos noventa y dos y ochocientos setenta y ocho de la mencionada Ley. 

4, Poder general para actos de dominio de acuerdo con el parrafo tercero del mismo articulo del Codigo Civil v su 
correlativo en las demas Entidades Federative del Pais. L 

i- Poder para otorgai- y suscribir titulos de credito en los temiinos del articulo noveno de la Ley General de • TiOnos'v 
Operaciones de Credito. - 



6.- Faculted para otorgar poderes generales y especiales y revocar unos y otros."- 



^anterior consta del instmmento marcado con el numero catorce mil trescientos veintidos de esta misnna fecha 'ante 
Doy fe.- 



;o', Distrito Federal, a seis de septiembre del aiio dos mil.- 
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